Mecanismos regularodes asociados a la generación de diversidad muscular en Drosophila melanogaster: regulación del gen para paramiosina/miniparamiosina y efectos de la sobreexpresión de latroponina T by Marco Ferreres, Raquel
MECANISMOS REGULADORES ASOCIADOS A LA 
GENERACIÓN DE DIVERSIDAD MUSCULAR EN 
Drosophila melanogaster: 
REGULACIÓN DEL GEN PARAMIOSINA/MINIPARAMIOSINA Y 
EFECTOS DE LA SOBREEXPRESI~N DE LA TROPONINA T 
TESIS DOCTORAL 
Raque1 Marco Ferreres 
Madrid, Enero 2004 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 
FACULTAD DE MEDICINA 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID 
MECANISMOS REGULADORES ASOCIADOS A LA 
GENERACIÓN DE DIVERSIDAD MUSCULAR EN 
Drosophila melanogaster: 
REGULACIÓN DEL GEN PARAMIOSINA/MINIPARAMIOSINA Y 
EFECTOS DE LA SOBREEXPRESI~N DE LA TROPONINA T 
Memoria que presenta, para optar al grado 
de doctor, la licenciada en Bioquirnica 
Raquel Marco Ferreres 
Directora: Dra. Margarita Cernera Jover 
Profesora Titular de Bioquirnica 
Departamento de Bioquímica 
Facultad de Medicina 
Universidad Autbnoma de Madrid 
Madrid, Enero 2004 
MARGARITA CERVERA JOVER, Profesora Titular del Departamento de 
Bioquímica de la Facultad Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid 
CERTIFICA QUE: 
RAQUEL MARCO FERRERES, licenciada en Bioquímica, ha realizado bajo mi 
dirección, en el Departamento de Bioquímica, de la Universidad Autónoma de 
Madrid, el trabajo MECANISMOS REGULADORES ASOCIADOS A LA 
GENERACIÓN DE DIVERSIDAD MUSCULAR EN Drosophila melanogaster: 
REGULACIÓN DEL GEN PARAMIOSINA/MINIPARAMIOSINA Y EFECTOS 
DE LA SOBREEXPRESIÓN DE LA TROPONINA T. 
Considero satisfactorio el trabajo realizado y apto para ser presentado como Tesis 
Doctoral. 
Y para que conste a los efectos oportunos, firmo el presente Certificado en Madrid, a 
7 de Enero de 2004 
Esta tesis ha sido realizada gracias a la concesión a 
Raquel Marco Ferreres de una Beca de Formación 
de Profesorado Universitario parte del Ministerio de 
Educación y Cultura. 

Hace un par de meses no me podía imaginar que Ilegmía esie momento. Pero sí, 
al fin llegó y es ahora cuanab me doy cuenta de lo dij?u:il que es hacer esta parte sin 
dejar a nadie olviahb por el camino. 
En primer lugar, tengo que darle las gracias a Marga por su q o y o  y ayuda en 
todo momento, especialmente en estos últimos momentos de la tesis. Por las 
conversaciones, algunas cientzjicas y otras mcis mmjiles, por hs risas, pero sobretodo 
por ser "Mama Marga': Mil gracias. 
A Juan, por enseñarme a "hacerme mayor" en un laboratorio, por los años 
compartiendo experimentos y momentos inolvidables que hicieron del trabajo algo 
divertido. Por la amistad 
A Jose. por la ayuda incondicional, por todos estos años de convivencia, por los 
ánimos cuanab estos estaban por los suelos. Ah! Se me oividaba, por la figura 230. 
A lo& lagente del laboratorio: Jorge. Jose (si. otra vez), Elena, Vrmesa, Blanca 
Javier, Y o M  y Suscma, por su ayuda y por hacer los días mcis menos y divertidos. 
A Jorge y a Vanesa, por su interés y su frabajo. .sin el cual no existirían algunos 
de los resultados de esta tesis. 
A Paco Portillo. por su inestimable ayuda con el one hybrid y dejarnos 
colonizar su laboratorio a nuestras anchas. 
A Benito Fraile por la microscopia electrónica. 
A la gente del 8-19, RaJfa. Belén, Miguel, Paco, Pablo, Cris, Emiliano, Álwo,  
Rosmur y Pilar, por su simpzfia; por sacarme de mcis de un apuro, por los cotilleos, 
por los esfupendos piscolabis y las entretenidisimas comih .  
A Pilar, por esiar siempre dispues fa a ayu&r, por su cariño y preocupación. 
A Miguel, por recordarme muchas veces lo importante en la vida. 
A Roberto, por su simpatía y amabilidad 
Al resto de la gente del pasillo: Rosalia; Susana, Jeds, Belén, M d i  etc... por 
hacer del Departumento, a pesm de todo, algo agradable, aunque a veces huela un 
poco mal. 
A Chari, Kiko y Jorge, por su paciencia, y por enseAmme que una de las 
mejores maneras de qrender es enseíkmab. 
A Pilar y a Gardenia, por esos tres días de respiro y cmnimta sankmabrina 
@es de este esfuerzo final. 
A Camela. por sus consejos pasilliles. 
A Héctor, por sop iar  pncientemente a la pesodo de Raque1 cada vez que no se 
entera de los temas de papeleo. 
A Carlos, Chema y David, por "los momentos" y por la amistad que surgió de 
ellos. Ya & que si no hubiera sido por esios momentos, hubiera sido por otros, pero 
estos fueron fanraFricos y no se o h i h  nunca (ahora sí que parezco la abuela). 
A Cris y a la Dra. Peraltu. por oyudane y animarme siempre, p r  aguantar 
mis estreses y quejas, por las risas, por h canciones y los bailes. por ser como sois. 
A misp&es, por enseñarme las cosas importantes de la vida y a ser como soy, 
por su cariño y comprensión, por soporfnrme cuando no hay quien me aguante. 
A mi hermana, por lo cariñosa que está desde que no vive en casa. 
A mi segunda familia, los Romero Pozuelo, por el cariño, la ayuda 
incondicional, por ser esiupendos, ah!! y por dejarme el ordenador durante estos tres 
meses O. 
A Jesús. por quererme tanto, por estar ahí, siempre dispuesto a todo, por 
pyanne  en todo momento. por alegrame los diar, por todo. 
Gracias a todos 

ABREVIATURAS 
INTRODUCCION 
1. El sistema muscular de Drosophila melanogaster 
2. El sarcómero como unidad tuncional de la fibra muscular 
3. La Tmponina T 
4. La Paramiosina y la Miniparamiosina 
5. Control de la expresión de proteínas musculares 
5.1. Miogénesis de Drosophih 
52. Regulación de los genes musculares estructurales 
53.  Regulación del gen de laparamiosina~minipmiosim 
OBJETIVOS 
1. MATERIALES 
1.1 Líneas de Drosophila melanogaster 
1.2 Cepas bacterianas 
1 3  Cepas de levadura 
1.4 Genoteca de cDNA de Drosophih melanogasier utilizada en el rastreo( 
de "Un Híbrido" 
1.5 Plásmidos 
15.1 Vectores de clonaje 
1.5.2 Vectores de expresión 
1.53 Plásmidos utilizados en la construcción de otros plásmidos 
1.6 Oligonucleótidos 
1.6.1 Oligonucleótidos utilizados en el estudio del promotor de la 
Paramiosina 
1.6.2 Oligonucle6tidos utilizados en el estudio del promotor de la 
Miniparamiosina 
1.63 Oligonucleótidos utilizados en la sobreexpresión de la TnT 
1.7 Sondas utilizadas en hibridación de RNAs unidos a membrana 
(Northern-Blof) 
2.1 Construcciones para el estudio la regulación de la expresión de la PM 37 
2.1.1 Mutagénesis de las cajas E 3 7 
2.1.2 Construcciones para el estudio de la función de la región MEF-E 38 
22 Construcciones para el estudio de la regulación de la expresión de la mPM 39 
23 Construcción de plásmidos para el estudio de la sobreexpresión de la TnT 40 
2.4 Identificación de factores de transcripción que interaccionan con el 
elemento BF del promotor de la mPM por el método de "Un Híbrido" 
en levadura 4 1 
25 Obtención de ácidos nucleicos 42 
25.1 Obtención de RNA 42 
25.2 Obtención de DNAs 42 
25.2.1 Plásmidos de E.coli 42 
25.22 DNA de D. melanogaster 43 
2.5.23 DNA de S.cerevisiae 43 
25.2.4 Fragmentos amplificados por PCR 43 
2.6 Análisis por RT-PCR 44 
2.7 Hibridación de RNAs unidos a membranas (Norihern blot) 44 
2.8 Secuenciación y andisis de las secuencias 
2.9 Obtención de las pmteínas 
2.9.1 Extractos nucleares 
2.9.2 Expresión de proteínas in vifro 
2.93 Extractos totales 
2.10 Inmunodetección en membranas. (Western blot) 
2.11 Ensayo de retardo en gel 
2.12 Generación de líneas transgénicas 
2.13 Detección de actividad P-galactosidasa por tinción con X-Gal 
2.14 Test de vuelo 
RESULTADOS 
l. REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN DEL GEN PMImPM DE 
Dromphiia mekmogaster 
1.1 Regulación de la transcripción de la Paramiosina 
1.1.1 Análisis in viw de la función de las cajas-E de la región MEF-E 49 
1.1.2 Análisis in viw de la funcionalidad de la región MEF-E 54 
1 3  Regulación de la transcripción de la Miniparamiosina 61 
13.1 Análisis in viw de la función de los módulos conservados AB, 
BF y TX 61 
1.23 Búsqueda de factores que interaccionan con la región conservada 
BF 68 
1 3 3  PDPl activa la expresión de LacZ en los músculos de la cabeza 
en las larvas de las líneas BF-TX 7 1 
2. SOBREEXPRESI~N DE LA TROPONINA TEN LOS MÚSCULOS 
INDiRECTOS DE VUELO DE Drosopkila 75 
2.1 Análisis de los niveles de sobreexpresión de la TnT en las líneas OTnT 76 
2 2  Niveles de mRNA de componentes del filamento fino 80 
2 3  Análisis de la capacidad de vuelo de las líneas OTnT 82 
2.4 Estructura de los IFM de las líneas OTnT 85 
DISCUSION 
1. REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN DEL GEN PMImPM DE 
Drosophila melanogaster 
1.1 Papel de las cajas E de la región MEF-E del gen PMJmPM 90 
1 2  Organización modular del promotor que controla la expresión de la PM 92 
13 Organización modular del promotor que controla la expresión de la mPM 96 
1.4 PDPl participa en la regulación de la transcripción de la mPM 98 
2. EFECTO DE LA SOBREEXPRESI~N DE LA TROPOMNA T EN 
LOS MÚSCULOS INDIRECTOS DE VUELO 
2.1 El aumento de los niveles de TnT provoca una disminución de la 
acumulación de esta proteína 1 O0 
2 2  El aumento de TnT en los IFM conlleva una reducción de la síntesis de las 
proteínas del filamento fino 102 
CONCLUSIONES 
ANEXO 

RESUMEN 
La diferenciación de los distintos músculos de un organismo requiere de la ejecución 
coordinada de programas reguladores que van a determinar la expresión diferencial de genes 
y la producción de isoformas específicas. Uno de los mecanismos mejor conocidos 
implicado en la generación de diversidad muscular es la regulación de la transcripción. 
El gen pmmiosina/miniparamiosina de Dmsophila codifica dos proteínas del 
filamento grueso de invertebrados: la Paramiosina (PM) y la Miniparamiosina (mPM) que 
se transcriben a partir de dos promotores distintos. La expresión de la PM está regulada por 
un activador muscular dista1 de 900 pb, localizado a 1.4 kb del inicio de la transcripción, que 
es esencial para activar la expresión en todos los músculos de Dmsophila, excepto en los 
músculos indirectos de vuelo. Esta región contiene tres sitios de unión para el factor MEF2 
conservados. Sin embargo, para la correcta expresión de la proteína se requiere también la 
presencia de otros elementos localizados en posición 3' de este activador (región 
moduladora proximai) que contribuyen a modular los niveles de expresión. Por otro lado, la 
expresión de la mPM, está regulada por dos activadores: AB y TX, y un modulador: BF. AB 
es responsable de la expresión en los músculos indirectos de vuelo mientras que TX la activa 
en el resto de la musculatura. BF es responsable de modular los niveles de expresión de la 
mPM en los músculos todcicos de la mosca. Este elemento une el factor de transcripción 
PDPI , que parece ser esencial en la expresión de la mPM. 
Las proteínas musculares se acumulan en cantidades diferentes en los distintos 
músculos pem manteniendo siempre una estequiometría muy precisa. En este trabajo 
demostnunos que el aumento de los niveles de expresión en los músculos indirectos de vuelo 
de Dmsophila de un componente del filamento fino: la Troponina T, produce una 
disminución de su síntesis y de la del resto de componentes del filamento fino. Este 
fenómeno interfiere con la formación de los sarcómeros provocando graves alteraciones en 
la estructura y función de estos músculos. Estos resultados sugieren que la Troponina T es 
un componente clave en un mecanismo de regulación feedback que controla la expresión de 
las proteínas del filamento fíno. 
The wrrect patteming and differentiation of muscles require the coordinared 
execution of regulatory programs which determine the dserential gene expression and the 
production of specific protein isoforms. One of the mechanisms best understood which is, 
indeed, implicated in muscle diversity generation is the tnuiscriptional reguiation. 
The Drosophila primmyosin/minipnramyosin gene enwdes two thick filamenr 
proteins of invertebzate muscles: the Paramyosin (PM) and the Miniparamyosin (mPM) 
which are tnuiscribed from two different promoters. The PM expression is regulated by a 
dista1 muscle enhancer located at 1.4 kb from the transcription statt site. This enhancer is 
essesitial to drive high expression in al1 Dmsophih muscles, except in indirect flight 
muscles. This region contains three conserved MEF2 binding sites. However, the wrrect 
expression requires the presence of other elements located downstream of this enhancer 
which modulate the expression levels. On the other hand, the mPM expression is regulated 
by two enhancers: AB and TX, and one modulator: BF. AB is responsible of high levels of 
expression in indirea flight muscles whereas TX activates tnuiscription in the rest of adult 
muscles. BF rnodulates the expression levels in the fly thoracic muscles. This element binds 
the transcription factor PDPl which seems to be essential for proper mPM expression. 
The distinct muscles of an organism accumulate different quantities of stnicturai 
proteins, but always maintaining an accurate stoichiometry. In this work, we demonstrate 
that an increase of a thin filament wmponent, the Tmponin T, in the Dmsophih indirect 
flight muscles, causes a decrease of its own synthesis and that of the rest of thin filament 
proteins. This effect interferes with sarcomere formation causing pmfound alterations in the 
muscle struchire and function. These results suggest that Tmponin T is a key wmponent in a 
feedback regulatory mechanism that wntrols the expression of thin filament proteins. 
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El músculo es un tejido especializado en la contracción, un proceso en el que se 
produce la transformación de energía química por hidrólisis de ATP en energía mecánica, 
en forma de movimiento. El sistema contráctil consta de filamentos pmteicos ordenados 
con capacidad para deslizarse unos sobre otros al recibir un estímulo nervioso. En la 
naturaleza existe una gran diversidad de estructuras musculares surgidas como 
consecuencia de la especialización de cada tejido. 
El empleo de la biología y la genética molecular ha permitido la caracterización de 
muchos de los genes que codifican proteínas musculares (Bemstein et al., 1993; Schiaíñno 
& Reggiani, 1996). Drosophila mehogaster ha sido uno de los organismos más utilizados 
como sistema modelo en el análisis del sistema muscular no sólo por sus ventajas genéticas, 
sino también por motivos eskucturales (Bemstein et al., 1993). Este insecto posee 
músculos prescindibles para su viabilidad, entre los que se encuentran los músculos 
indirectos de vuelo o IFM. Estos músculos están muy organizados y por ello son muy 
sensibles a las alteraciones causadas por mutaciones en pmteínas musculares. Las 
mutaciones que se expresan en ellos presentan un fenotipo de facii reconocimiento como es 
la incapacidad para volar. Otra ventaja importante que añadir es que, en Drosophila, en la 
mayor parte de los casos, las diferentes isofoms de cada proteína muscular están 
codificadas por un mismo gen, mientras que en vertebrados las pmteínas musculares están 
codiñcadas por familias multigénicas que, a veces, llegan a estar formadas por más de 
treinta genes, como es el caso de la miosina (Emerson & Bemstein, 1987). Cada uno de los 
miembros de estas familias se kanscribe con especificidad de tipo muscular y temporal. 
Esto hace de este organismo un sistema particularmente útil para el estudio de la regulación 
de la transcripción tanto temporal como específica de tejido. A todas estas ventajas hay que 
aiíadir la sencillez que presenta la producción de animales transgénicos, mediante el empleo 
de transposones (generalmente elementos P) en la Iíea germina1 (Spradling & Rubin, 
1982). 
1. El sistema muscular de Droswhila melanoposter 
Drosophila melanogaster, como insecto holometábolo, posee un ciclo vital dividido 
en dos fases. Tras el desarrollo embrionario, hay una primera fase de larva que 
posteriormente sufre un proceso de metamorfosis en el que se genera el individuo adulto. En 
Drosophila el desarrollo embrionario dura a 25°C unas 24 horas (Campos-Ortega & 
Hartestein, 1985). Tras este periódo, emerge la larva que pasará por tres estadios larvarios. A 
los cinco días del inicio del desarrollo, comienza la pupación de la larva. En este momento 
se histolizan la mayoría de los tejidos y la morfología del adulto se genera a partir de los 
discos imaginales. El adulto emerge del pupario aproximadamente al décimo día del 
desarrollo. 
A lo largo del desarrollo de Drosophila se producen dos tipos de sistemas 
musculares, los músculos larvarios y los músculos del adulto. A diferencia de lo que ocurre 
en vertebrados, los músculos de la mosca son siempre de apariencia estiada y están 
formados por una sola fibra muscular multinucleada. 
En la larva, hay tres tipos fundamentales de músculo, los músculos hipodérmicos, los 
músculos viscerales y el músculo cardiaco. Los músculos hipodérmicos tienen dos 
funciones, por una parte se encargan de mantener la forma de la larva es decir, son músculos 
esqueleticos (Bate, 1990; Bate & Martinez Arias, 1993) y por otra de proporcionarle 
movimiento mediante el acortamiento y alargamiento del cuerpo. Cada segmento abdominal 
se compone de 30 pares de músculos hipodérmiws (Figura 1 ). Todos estos músculos son 
fisiológicamente idénticos, aunque cada uno de ellos es único en términos de tamaño, forma, 
puntos de anclaje e inervación. Los músculos viscerales recubren el tubo digestivo formando 
dos capas, una longitudinal y otra transversal. El músculo cardiaco forma el conducto dorsal 
en Drosophila, que es la estructura equivalente al corazón de vertebrados. Todos estos 
músculos son supercontráctiles debido a que tienen una gran capacidad para contraene 
pudiendo pasar los microfilamentos a través del disco Z del otro extremo del sarcómero. 
Embrión 
Larva 
Adulto 
Figura l. Representación esquemitica de la musculiturn somitica en distintos estadios del desarrollo de 
Drosophh mehogder. El embrión y la larva de Drosophila (panel superior e intermedio) muestran una 
distribución segmental de sus músculos som8ticos. Cada segmento abdominal se compone de 30 pares de 
músculos hipodemicos. Los músculos de cada segmento son idbnticos fisiológicamente. Si embargo. los 
músculos someticos del adulto (panel inferior) son diferentes morfológica y fisiológicamente. La musculatura 
del abdomen presenta una distribución segmental mientras que en el tórax existe una distribución no segmental 
y una especialiuición funcional. En el esquema se destacan los músculos más representativos del tórax. DLM: 
músculos dorso-longitudimales; DVM: músculos dorso-ventrales; DFM: músculos directos de vuelo; TDT: 
músculo depresor tergal del trohter.  Esquema tomado de Bate y Martinez Arias, 1993. 
La formación de los músculos adultos se produce durante la metamorfosis. La 
metamorfosis comienza unas 100 horas después de la fecundación y parece estar inducida 
por la libetación de la hormona ecdisona La mayor parte de los músculos hipodkmicos 
larvarios son histolizados. Sin embargo, algunos de los músculos larvarios persisten y van a 
ser los precursores de algunos músculos del adulto (Bate & Martinez Arias, 1993). No 
obstante, la mayoría de éstos se va a formar de now durante la metamorfosis. 
En el adulto, aparecen una serie de músculos que están especializados en el vuelo y 
funciones relacionadas. La mayor parte del volumen torácico esta ocupado por los 
músculos indirectos de vuelo (IFM) y los depresores tergaies del trocanter (TDT). Los IFM 
se dividen en músculos dorso-longitudinales (DLM) y dorso-ventrales (DVM) (Figura 1). 
Son los encargados de producir el batido de las alas al actuar sobre el exoesqueleto del 
insecto. Los iFM son fibrilares, teniendo morfológicamente la estructura más ordenada de 
todos los músculos de la mosca. Cada filamento grueso está rodeado de seis filamentos 
finos formando una red hexagonal, típica de este tipo de músculo (Figura 2B). Estos 
músculos son asincróniws debido a que se contraen con mayor frecuencia que la llegada de 
estímulos nerviosos al músculo. El exceso de contracciones respecto a la llegada de 
estímulos nerviosos en el IFM se debe a que se produce un fenómeno Ilmado activación 
por estiramiento, en el que la deformación del exoesqueleto en el batir de las alas induce 
nuevas contracciones del músculo sin que lleguen otros estímulos nerviosos (Bemstein et 
al., 1993). Los TDT son un par de músculos que actúan sobre el segundo par de patas 
induciendo el salto de la mosca como paso inicial para comenzar el vuelo. Estos músculos 
son tubulares y se contraen sincrónicamente, es decir, una vez por cada estímulo nervioso. 
A d e d s  de estos tipos de músculo, en el adulto encontmnos otros músculos también 
tubulares, como son los músculos directos de vuelo (DFM), los de las patas, los 
hipodkmicos. 
2. El sarc6mero como unidad funcional de la fibra muscular 
Los estudios estructurales clásicos se han realizado generalmente sobre músculo 
estriado esquelético de vertebrados y sobre músculo indirecto de vuelo de insectos (iFM), 
ya que son los que presentan una organización d s  regular (Figura 2). 
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Figura 2. El siirc6mera A. Micrografia electrónica de una sección longitudmal de un sarcómero de músculo 
esniado de M n .  Reproducido a partir de la microgratla original de Dadoune S.P. en "Biología Molecular y 
Celular" Damell J. Lodiih, H. y Baltimore, D. (1988). En la parte inferior se esquematiza la estructura del 
sarcómero donde se destacan las distintas zonas y la posición relativa de los filamentos p e s o s  y finos. 
Esquema modificado de Alberts et al. en Biologfa Molecular de la Célula (1994). B. Micrografla electrónica de 
una sección trasversal del músculo indirecto de vuelo de Drosophila Cada filamento grueso está rodeado de 
seis filamentos ñnos formando una red hexagonal perfecta. Imagen tomada de Alberts et al. en Biología 
Molecular de la Cdlula (1994). 
La estructura general de los sarcómeros es la misma, aunque existen diferencias 
morfológicas y de composición entre ellos, ya que algunas proteínas identificadas en 
vertebrados no lo han sido en invertebrados y viceversa (Bennett et al., 1986; Einheber & 
Fischman, 1990; Vigoreaux et al., 1993; Vinos eral., 1992). Los estudios se han extendido 
al músculo cardiaco de vertebrados, de apariencia morfológica muy parecida al estriado 
esquelético, y especializado en el movimiento periódico y continuo de contracción 
cardiaca. 
El músculo estriado está formado por fibras musculares, cada una de las cuales es 
una única célula polinucleada integrada por un conjunto de miofibrillas que se disponen de 
forma paralela y están rodeadas de retículo sarcoplásmico, un sistema de membranas 
implicado en el acoplamiento excitacióncontracción (Flucher, 1992). Cada miofibrilla está 
formada por una cadena de minúsculas unidades contráctiles o sarcómeros que confieren a 
la miofibrilla su apariencia estriada. A gran aumento, en cada sarwmero pueden verse una 
serie de bandas claras (bandas 1) y oscuras (bandas A). Cada unidad está separada de la 
siguiente por una línea electrodensa, situada en el centro de cada banda clara, denominada 
línea Z o disco Z (Figura 2A). Cada sarcómero está formado por dos grupos de 
microfilamentos paralelos entre si y parcialmente superpuestos, los filamentos gruesos (1 5- 
30 nm de diámetro) y los filamentos finos (8-10 nm de diámetro). Los filamentos gruesos 
se extienden desde un extremo a otro de la banda A, mientras que los delgados parten de los 
discos Z, se extienden a través de la bandas 1 y penetran parcialmente en la banda A La 
zona de la banda A en la que sólo hay filamentos gruesos se denomina zona H, en su centro 
se localiza la línea M, una región situada equidistante de los dos discos Z que delimitan el 
sarcómero (Figura 2A). 
El filamento fino está formado principalmente por Actina, una proteína globular de 
42 kDa cuyo ensamblaje genera un filamento al que se unen otras proteínas. Para formar el 
filamento fino, los monómeros de Actina polimerizan formando una doble hélice 
dextrógira, siempre con polaridad definida (Squire & Moms, 1998). Al filamento de Actina 
se une la Tropomiosina (Tm), una proteína diménca con estmctura coiledeoil. Estos 
dímeros forman polímeros, ocupando los dos surcos del filamento de Actina (Basi & Storti, 
1986). Cada molécula de Tm a su vez, interacciona con el complejo Tmponina (Tn), 
formado por tres poli~éptidos, TnT, Tni y TnC. La TnT en Dmsophih tiene dominios de 
interacción con la Tm, con la TnC y la Tni y está involucrada en el correcto 
posicionamiento del complejo Troponina sobre la Tm (Squire & Monis, 1998XFigura 3). 
La Tni inhibe, por unión a la Actina, la intenicción de &a con la Miosma en estado de 
reposo. La TnC es el sensor de calcio en el aparato con&til (Fyrberg et al., 1994). Posee 
dominios de unión a caB y al captar estos iones ejerce una acción directa sobre la TnI que 
provoca un cambio en el posicionamiento del complejo Tm-Tn sobre el filamento de 
Actina, permitiendo su interacción con el filamento grueso. 
FLgun 3. Lumbxión de I. Tmpombrhii y el oompkjo Tmpwbi wbre el ñiuuento de Actha. Cada 
7 monbmems de Acüna se localizs una molkcda de Tropomiosina (Tm) y un complqo Tmponina. El 
complejo Trnponina está formado por las Tmponinas T. C e 1. La TnT intaaffiioaa oni la Tm posicionando al 
resto del complejo sobre el filamento ñno. La Tnl m estedo de reposo impide la intuncción del filamento de 
Actina oni Iss cabezas de Mioeina Al aumentar h amcmhsción de Caz+ en la célula, la mteraa:i6n de estos 
bues oni la TnC produce un a cambio confonnacional haciendo que la TnI se separe de la Actina. Esto hace 
que se desplace la Tm quedando expuestos en el fdamento de A c h  los sitios de uni(>n a la Miosina. 
Esquema obtenido de Al& el al. en Biología Molecular de la Celula (1994). 
El filamento grueso está compuesto principalmente de Miosina, una proteína 
hexamérica compuesta a su vez por tres tipos de cadenas polipeptídicas, la cadena pesada 
de la miosina (MHC), y dos tipos de cadena ligera (TMLCs). Los dominios hélice9 de 
las cadenas pesadas se enrollan formando una estructura coiled-coil (Cohen & Holrnes, 
1%3), mientras que las cabezas globulares interaccionan con las cadenas ligeras. En 
invertebrados, los otros dos componentes mayoritarios del filamento grueso, son la 
Paramiosina (PM) y la Miniparamiosina (mPM) (Maroto et al., 1995; Maroto et al., 19%). 
En ocasiones, la primera de ellas puede ser incluso mhs abundante que la propia Miosina 
(Bernstein et al., 1993; Vi& et al., 1991). La Pamniosina es un dhe ro  cuyas hélices a 
también forman una estructura coileú<oil que interacciona con la estructura equivalente de 
la Miosina (Bennett & Ellioti, 1984; Hams & Epstein, 1977; Hoppe & Waterston, 19%). 
La interaaión genera un patrón alternante de wgas positivas y negativas asociado a una 
unidad de repetición de 28 aminoácidos presente en la Miosina y la Paramimina La 
interacción solapada entre dominios de cargas opuestas juega un papel muy importante en 
la formación del filamento grueso (Kagawa e! a l .  1989; McLachlan & Karn, 1982). En 
cambio, los dominios C-terminal de ambas proteínas parece que realizan un papel 
modulador en el ensamblaje del filamento (Cohen & Parry, 1998). A pesar de todo lo dicho, 
la organización y localización exacta de la Paramiosina en la estructura del filamento 
grueso de los diferentes tipos musculares en invertebrados no está del todo clara. Se ha 
propuesto que la Paramimina se ensambla en el núcleo del filamento. Esta disposición 
facilitaria la unión de la Miosina que es el motor funcional del filamento gmeso en la 
periferia del filamento. Los filamentos gruesos de invertebrados varían en longitud, grosor, 
rigidez y densidad electrónica en función de la cantidad de Miosina y Paramiosina y 
también de proteínas minoritarias, entre las que se encuentran la Minipamniosina, la 
Flightina o la "Myosin Rod Domain" (Banal & Epstein, 1999; Becker eral., 1992; Maroto 
et aL, 19%; Standiford eral, 1997; Vigoreaux ei al., 1993; VinÓs et al., 1992). 
La Troponina T es una proteína contráctil que forma parte del filamento fino del 
sarcómero. Está formando un complejo junto con las Tmponinas 1 y C y la Tropomiosina. 
La Troponina T (TnT), recibe este nombre por tener afinidad por la Tropomiosina (Tm) 
aunque corno se ha mencionado anteriormente también interacciona con las Troponinas 1 y 
C (Figura 3). Es un polipkptido que tiene un tamafio de 36-39 kDa en vedrados  
(Schiafñno & Reggiani, 19%) y 47-53 kD en Drosophila melanogaster (Fyrberg et al., 
1992). Esta variabilidad en el tamaño es debida a dos factores fundamentalmente, el 
procesamiento alternativo de exones, que da lugar a la existencia de isoformas con distinto 
tamaño dentro de la misma especie, y a las diferencias de longitud eh el extremo mboxilo- 
terminal que existen entre las TnTs de distintos grupos filogeneticos (Benoist eral., 1998). 
En vertebrados, la TnT está codificada por tres genes distintos, dos específicos de 
músculo esquelético (uno de fibras rápidas y otro de fibras lentas) y otm especifico del 
músculo cardiaco (Schiañino & Reggiani, 19%). Estos genes y los de la TnI están 
agrupados en el genoma de ratón y el de humanos por parejas sugiriendo una coevolución 
de los genes de la TnT y TnI (Barton et al., 2000; Huang & Jin, 1999). Además, presenta 
un complejísimo patrón de isoformas que resulta tanto del pmcesamiento alternativo de 
exones como de modificaciones postraduocionales. En Drosophila está codificada por un 
único gen (Fyrberg eral., 1990) que esti localizado en la banda 12A del cromocoma X. El 
gen está organizado en 12 exones, presenta un primer exón no traducido, un micmexón de 
3 pares de bases, 5 exones alternativos (3,4, 5, 10A y 10B) y dos sitios de poliadenilación 
(Benoist eral, 1998); (Herranz and Marco, datos no publicados). La variabilidad generada 
por procesamiento alternativo en la región amino-terminal le da especificidad de tipo 
muscular y la del carboxilo-terminal aparece asociada a grupo filogenético (Benoist et al., 
1998). El pmcesamiento altenativo del pre-mRNA genera cinco tránscritos diferentes. Estos 
tránscritos se expresan en distintos tipos de músculo y en distintas etapas del desarrollo de 
la mosca (Benoist era[, 1998) (Henanz and Marco, datos no publicados). 
Clásicamente a la TnT se le ha asignado la función de unir el complejo Tmponina a 
la Tm y por tanto al filamento fíno (Ohtsuki & Nagano, 1982). En vertebrados, la mitad N- 
terminal de la TnT interacciona con el extremo C-terminal & la Tm, mientres que la 
región de interacción con las Troponinas 1 y C mapea en el extremo C-terminal de la TnT 
(Perry, 1998). Posteriormente, algunos &dios mostraron que la TnT estaba implicada 
junto con la TnC en pmporcionar al filamento fino sensibilidad al calcio (Potter et aL, 
1995). Se ha delimitado incluso dentro de la secuencia de la TnT la región implicada en 
esta función y se encuentra en la región de interacción con la TnC. Asimismo, estudios 
hechos en la TnT de pollo han revelado que en la región mino-terminal, precisamente 
donde se produce la variabilidad por pmcesamiento alternativo, hay un dominio de unión a 
cationes divalentes y que la unión de éstos a ese dominio produce cambios 
confonnacionales a lo largo de la molécula (Ogut & Jin, 19%; Wang & Jin, 1998). La TnT 
de Drosophila también se ha descrito que une caz+ (Domingo et al., 1998). Aparte de estas 
funciones, recientemente se ha demostrado que el extremo N-terminal de la TnT de 
vertebrados, al igual que la Tni, en estado de reposo, inhibe la inte~acción de la Miosina del 
filamento grueso con la Actina (Maytum et al., 2002; Tobacman eral., 2002). Todos estos 
trabajos indican que la TnT no sólo cumple un papel estructural sino que también 
constituye un importante regulador de la conhacción muscular. 
Un gran número de casos de cardiomiopatía hipertrófica familiar, la principal causa 
de muerte súbita en atletas jóvenes, se deben a mutaciones en la TnT cardiaca (Watkins et 
al., 1995). Las proteínas mutantes parecen actuar de forma dominante-negativa afectando a 
la función del músculo cardiaco (Seidman & Seidman, 2001). Una gran parte de estas 
mutaciones mapean en la región de interacción w n  la Tm (Borne et al., 1998). Se ha 
descrito que la intemcción de la TnT con la Tm produce un aumento de la añnidad de la Tm 
por la Actina, favoreciendo así el ensamblaje y estabilización del filamento fino (i-bnkle et 
al., 1999; Palm et al., 2001). Esta región, como se ha mencionado antes, también es 
responsable de favorecer un estado confonnacional que bloquea la unión del filamento 
grueso con la Actina. 
En Drosophila, los mutantes de la TnT, upheldZ y upheld, en los que esta proteína 
no se produce o lo hace en pequeilss cantidades, muestran una pmfunda alteración de los 
músculos indirectos de vuelo (IFM) (Fyrberg et al., 1990). Estos mutantes presentan 
ausencia de filamentos ñnos o alteración en la cantidad de los mismos. Un fenotipo similar 
lo presentan los mutantes silent heart de pez cebra, en los que hay una gran disminución o 
ausencia de TnT cardiaca (Sehnert et al., 2002). Estos datos indican que la TnT es esencial 
para la formación y estabiliuición del filamento fino. 
4. La Paramiosina v la Minimnm¡aeima 
La Paramiosina y la Miniparamiosina son dos proteínas del filamento grueso del 
músculo estriado de invertebrados. Ambas proteínas se han enoontrado en todas las especies 
de invertebrados estudiadas menos en C. elegans (Maroto et al., 1995). 
La Paramiosina (PM) de Dmsophih es un componente principal del filamento 
grueso junto con la Miosina y su estructura es similar a la de otros invertebrados. Es un 
dímero con una estructura central coile6coil formada por el enrollamiento de dos hélices-a 
y dos regiones terminales muy cortas no helicoidales (Vinós et al., 1991; Vinós et al., 
1992). Su estructura es similar a la cola de la cadena pesada de la Miosina. Cada monómero 
tiene un peso molecular de 107 kDa. En Drosophila melanogaster existen tres isoformas con 
un tamaño parecido (Vinós et al., 1992). La isoforma más ácida, fosforilada, parece estar 
relacionada con la puesta en funcionamiento de la musculatura de vuelo (Maroto et al., 
1996). Además, como en el caso de las cadenas ligeras de la Miosina y la Flightina, la 
fosforilación de las isoformas de la PM parece modular el ensamblaje y funcionamiento de 
los filamentos gruesos (Sparrow, 1995; Tohtong et al., 1995; Vigoreaux & Peny, 1994). 
La PM se expresa durante el desarrollo siguiendo el mismo patrón que otras 
proteínas wntractiles, pudiéndose detectar a partir de las 9-10 horas de desarrollo 
embrionario y permaneciendo hasta el tercer estadio larvario. Luego se detecta de nuevo en 
pupas intermedias y se mantiene en adultos. Curiosamente, existe PM en el oocito maduro, 
aunque el nivel de mensajero es apenas detectable (Vinos et al., 1991; Vinós et al., 1992). 
Recientemente, el grupo de S. Bernstein ha descrito el fenotipo de un mutante, prml, que 
presenta una ausencia casi total de PM (el contenido en PM es de menos del 1% comparado 
con la cepa salvaje). Estos mutantes mueren en la etapa de embrión tardío y tienen defectos 
muy importantes en la fusión de los mioblastos y en el ensamblaje de las miofibrillas en los 
músculos hipodérmicos del embrión (Liu et al., 2003). La PM se encuentra en todos los 
músculos de Drosophila, tanto en la larva como en la mosca adulta, aunque no siempre en la 
misma cantidad (Vinós eral., 1991). 
La Minipammiosina (rnPM) es un componente minoritario del filamento grueso. 
Ésta, es una proteína especifica de invertebrados que se ha encontrado en diferentes órdenes 
filogenéticos (Maroto ei al., 1995). Los 363 aminoácidos correspondientes a la zona C- 
terminal son iguales a los del mismo extremo de la PM y conserva, por tanto, todas sus 
características estructurales. Los 113 aminoácidos de la zona N-terminal no son homólogos 
a ninguna región de la secuencia de la PM ni a ningún otro péptido descrito. También es una 
proteína dimérica, donde cada monómero tiene un peso molecular de aproximadamente 55 
M)a. 
Su expresión se comienza a detectar en larvas del tercer estadio, disminuye 
fuertemente en pupas tempranas y se detecta de nuevo en pupas tardías e imagos. La mPM 
se expresa en todos los músculos de la mosca, aunque los niveles y su dismbución en el 
sarcómero difieren de unos músculos a okos (Maroto er al., 1996). Es especialmente 
abundante en el músculo tubular TDT, donde se distribuye a lo largo de toda la banda A del 
sarcómero, mientras que es minoritaria en los músculos indirectos de vuelo (FM) 
localizándose principalmente en la línea M y en los extremos de la banda A. Un aumento de 
los niveles de mPM en IFM produce, con el funcionamiento de los mismos, una 
degeneración progresiva de las miofibrillas provocando la pérdida de función de estos 
músculos (Arredondo e1 al., 2001b). Esto indica que la correcta estequiometría de la mPM 
en IFM es esencial para la integridad y el buen funcionamiento de los mismos. Se han 
identificado seis isoformas fosforiladas de la mPM en los músculos de la cabeza y torácicos. 
Como en el caso de la PM, es posible que la fosforilación/defosforilación de la mPM estk 
involucrada en la adquisición de la capacidad de vuelo (Maroto el al., 19%). 
5. Control de la exsnsión de oroteínaa musculares 
Desde un punto de vista molecular, en los últimos &os, se han producido grandes 
avances en el conocimiento de los mecanismos de determinación de los músculos 
embrionarios de Dmophila. La musculatura embnonaria deriva del mesodenno. Esta capa 
se forma en la parte más ventral del embrión cuando éste se encuentra aún en fase de 
blastodenno. Esta región es determinada por el gen de origen materno dorsal (Bate & 
Martinez Arias, 1993). Durante la gastmlación del embrión, se produce una invaginación y 
las células localizadas en la wna ventral migran dorsalmente (Leptin & Gmnewald, 1990). 
Las células de la capa interna del mesodenno son homogéneas, desde el punto de vista de 
los marcadores que expresan. Todas las células mesodkicas expresan el gen twist (hui) 
(Thisse eral., 1988), así como sus dianas, los genes t i n m  (tin) (Bodmer, 1993; Yin et a l ,  
1997) y Dmej2 (Cripps el al., 1998; Nguyen el al., 1994). Las células invaginadas se 
dividen en distintos dominios a partir de los cuales se diferenciarán los distintos tejidos 
mesodermicos (Riechmann et aL, 1997). En este proceso de división funcional in t e~enen  
distintos genes. En la división donoventral interviene el gen de la familia del TGF-P, 
decapentaplegic (Dpp) (Frasch, 1995), sin embargo, en la división antero posterior 
intervienen dos genes de segmentación como son, even-skpped y sloppypaired (Azpiani et 
al, 19%; Riechmann et aL, 1997). El mesodenno queda así dividido en una serie de 
regiones que a su vez se subdividen en cuatro dominios. Cada uno de estos cuatro dominios 
da origen a una población de progenitores de diferentes tejidos mesodermicos (Figura 4). A 
partir de la región dorsal de estos dominios mesodérmicos se producirán los músculos 
viscerales (zona anterior) y el corazini (mna posterior), y a partir de la región ventral los 
cuerpos grasos (zona anterior) y la musculatura somática (zona posterior) (Baylies et al, 
1998). En esta última región se mantiene una alta expresión del gen twist (Baylies & Bate, 
1996). La diferenciación de la musculatura somática se produce en esta región a partir las 
denominadas células progenitoras (Ruiz Gomez & Bate, 1997; Ruiz-Gomez et al., 1997) 
(Figura 5). Estas células mantienen una alta expresión del gen twist y se determinan 
mediante un proceso de inhibición lateral mediado por $ctores neumgéniws (Carmena et 
al., 1995). Cada una de estas células progenitoras se divide en dos células fundadoras o 
bien en una célula fundadora y una célula precursora de un músculo del adulto (Camena et 
al., 1995; Ruiz GomQ & Bate, 1997). El resto de las células que mantienen una alta 
expresión del gen twist se determinan a mioblastos capaces de fusionme con las células 
fundadoras y, así, se fonna el sincitio precursor de cada músculo individual (Bate & 
Martinez Arias, 1993). Toda la información necesaria para la formación de cada músculo 
individual se encuentra determinada en las células fundadoras (Rushton et al., 1995). En los 
últimos d o s  se ha descubierto un gran número de genes implicados en el proceso de fusión 
(Paululat er al., 1999a; Paululat et al., 1999b; Taylor, 2002). 
Figura 4. Subdivisi6n del mesodermo en DmsophUa Representación esquemzítica de las distintas seflales 
involucradas en la subdivisión del mesodermo. El mesodermo (amarillo) recibe diferentes seflales del 
ectodermo. Las cdlulas ectodermicas dorsales expresan decaplentaplegic (Dpp, verde). Las cdlulas 
mesodemiicas dorsales que reciben la seflal de Dpp y Hedgehog (Hh, azul claro) del ectodermo van a formar 
el mesodermo visceral (mv) en el dominio funcional de even-skipped (eve) mienhas que las celulas ventrales 
que no reciben la seflal de Dpp van a formar el cuerpo graso (cg) y otros tejidos mesodérmicos. Por otro lado, 
las c6lulas mesod&tnicas dorsales en el dominio funcional de sloppppaired (slp) que están bajo la influencia 
de Whgless (Wg, morado) y Dpp van a formar la musculatura cardiaca (mc). El resto de las celulas en el 
dominio slp van a formar la musculatura somzítica (ms). Esquema adaptado de Baylies et al., 1998. 
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Figura 5. Formaei6n del patrón muscular embrionario de DrosophUo. Esquema de un embrión de estadio 
10 mostrando la expresi6n modulada del gen rwisl. Las celulas que expresan fuertemente Twist (azul medio) 
van a dar lugar a todos los músculos somzíticos. (1) La expresión del gen proneural lethal of s a l e  (l'sc) en el 
dominio de fuerte expresión de Twist marca gmpos de celulas mesoddrmicas (clrculos azul oscuro) que tienen 
el potencial de ser progenitores musculares. (2) Mediante un proceso de inhibición lateral mediada por genes 
neurogenicos se restringe la expresi6n de I'sc a cdlulas individuales que se convierten en progenitores 
musculares (P). El resto de las cdlulas pasa a ser mioblastos competentes para la fusi6n. (3) La división 
asimétrica de los progenitores da lugar a dos cdlulas fundadoras o a una fundadora y a un precursor de músculo 
adulto (PA). En cualquier caso, las dos células hermanas toman diferentes destinos. (4) Cada fundador va a dar 
lugar a la formaci6n de un músculo especlfiw al fusionarse con mioblasios competentes para la fusión. 
Esquema tomado de Baylies et al., 1998. 
En todo el proceso de formación de los músculos larvarios, además de Twist, hay 
otro factor de transcripción miogénico que juega un papel esencial, este factor es MEF2 
(Black & Olson, 1998; Liliy et al., 1994; Nguyen et al., 1994). En vertebrados, donde fue 
descrito inicialmente, forma parte de una familia de factores de transcripción compuesta 
por cuatro genes (Goosset el al., 1989), que juegan también un papel esencial a través de su 
unión a la secuencia CTAAATATG (Buckmgham, 1994; Olson & Klein, 1994). En 
Dmophila, el gen Dmefr se expresa, durante la diferenciación, en todos los linajes 
celulares que van a dar lugar a la formación de estructuras musculares (Taylor, 1998). La 
eliminación del gen genera la carencia total de músculos en el embrión, pero las células 
fundadoras se localizan en cambio correctamente (Lilly et al., 1995; Ranganayakulu et al., 
1995). Asimismo, la expresión ectópica de la proteína MEF2 en la epidermis del embrión 
induce la expresión de genes específicos musculares (Lin et al., 1997a). Por otra parte, se 
ha demostrado que el gen Dmef;! juega un papel importante en la determinación de las 
células que van a dar origen al c o r d n  del anunal (Gajewski er al., 1997). tinman. el 
homólogo de NK2.5 en vertebrados, que es un gen esencial en la formación del conducto 
dorsal o corazón (Azpiazu & Frasch, 1993; Bodmer, 1993), es un activador directo de 
Dmefr (Gajewski eral., 1997). 
En la formación de now de ciertos músculos adultos intervienen las células 
precursoras anteriormente descritas, que son determinadas durante la diferenciación de la 
musculatura somática en el embrión. En esta etapa, sin embargo, estas células no 
diferencian pero siguen expresando el gen huist, proliferan y se mantienen asociadas a los 
discos imaginales (Ruiz Gomez & Bate, 1997). Tras el proceso de histólisis, en estas 
células, Twist activa el gen Dmefr y, éste a su vez, es el responsable último de la formación 
de los músculos del adulto (Cripps ei al., 1998). Los mioblastos que se encuentran en el 
disco de ala dan lugar a los músculos indirectos de vuelo dorso-ventrales @VM-IFM); los 
mioblastos situados en el disco de pata originan los músculos de salto (TDT) (Bate & Arias, 
1991 ; Femandes et al., 1991) y los situados en los de ojo-antena, cibarial y labial originan 
los músculos cefiilicos (Raghavan & Pinto, 1985). Un segundo grupo de músculos adultos 
que se forma también de now, son algunos de los músculos abdominales (Bate & Arias, 
1991; Cume & Bate, 1991). En este caso, los mioblastos migran hasta la región abdominal 
y se fusionan entre ellos por asociación con los nervios en crecimiento (Cume & Bate, 
1991) para dar lugar a la fibra muscular. Por último, los músculos indirectos de vuelo 
dorso-longitudinales (DLM-IFM) y los hipodérmicos abdominales temporales se 
desarrollan utilizando como precursores el conjunto de músculos larvarios que no fueron 
histolizados (Crossley, 1978). Estos precursores sufren un proceso de duplicación y sobre la 
estmciura resultante se fusionan mioblastos originados en el disco de ala (Femandes et al., 
1991). Al menos en el caso de los DLMs, este proceso es, al igual que en los músculos 
formados de novo, dependiente de la función de Twist que ejerce esta función mediante la 
activación del gen Dmefl (Cripps et al., 1998). 
53. Regulación de los genes musculares estructurales 
La formación de los distintos musculos, con propiedades fisiológicas, metabólicas y 
contráctiles específicas, es un proceso complejo que se produce en varias etapas durante el 
desarrollo y que implica múltiples mecanismos de regulación (Hughes & Salinas, 1999; 
McKinsey et al., 2002; Stockdale, 1997). En el proceso, se produce la activación rápida y 
coordinada de los genes que codifican las proteínas musculares. El ensamblaje de sus 
productos va a producir la formación de los sarcómeros en la célula muscular (Buckingham 
et al., 1992). En la formación del músculo, los genes que codifican las proteínas 
sarcoméricas, como la Actina, las Troponinas T, 1 y C, la Tropomiosina, la Miosina o la 
Paramiosina se activan en un periódo muy corto de tiempo. Además, las proteínas 
musculares se acumulan en cantidades diferentes en las fibras pero siempre, rnantieniendo 
una estequiometría muy precisa en cada tipo de músculo. El mantenimiento de esta 
estequiometría es esencial para mantener la integridad funcional de cada fibra muscular. 
También, las isoformas presentes en los distintos tipos musculares de un organismo varían, 
siendo en la mayor parte de los casos especificas de tipo muscular. La diferencia en las 
propiedades contráctiles y bioquimicas de cada fibra produce una activación selectiva de la 
expresión de las isoformas especificas de cada tipo muscular. El mecanismo más 
importante de la célula, que hoy se conoce, implicado en este proceso es la la regulación de 
la transcripción. La transcripción en muchos de estos genes está regulada por secuencias de 
DNA, también denominadas elementos de regulación en cri, que contienen activadores 
(enhancers) o represores que inteniccionan con combinaciones únicas de factores de 
transcripción en cada tipo celular consiguiendo que se active o se reprima la expresión de 
determinados genes. 
La expresión de genes específicos de tejido suele estar regulada por dos o más 
regiones. Generalmente, existe una región próximal. respecto al nucleótido de inicio de la 
transcripción, capaz de dirigir sólo una expresión basal, y una o más regiones distales en las 
que se localizan activadores y represores que dan al promotor su capacidad pan dirigir una 
expresión diferencial, espacial, temporal, o ambas a niveles normales (Amone & Davidson, 
1997). En los últimos años se ha producido un gran avance en cuanto al conocimiento de 
los mecanismos que regulan la expresión de los genes musculares e s t n i d e s  (Arnone & 
Davidson, 1997; Bwnamo & Rosenthal, 19%; Hughes & Salinas, 1999; Marin e? al., 
2004; Mas et al., 2004; Schiaft'iio & Reggiani, 19%). En las regiones que regulan la 
expresión de estos genes se suelen l o c a i i i  distintas combinaciones de motivos de unión a 
factores de tnuiscripción miogénicos. En todos los casos se ha descrito la presencia de, al 
menos, uno o varios sitios MEF2 y cajas E (Black & Olson, 1998). También juegan un 
papel importante, Tinman (Nkx2.5), Bagpipe, CF2, PDPl o Biniou (Azpiazu & Frasch, 
1993; Bagni er al., 2002; Lin e? al., 1997b; Reddy er al., 2000; Z a h  e? al., 2001). La 
importancia funcional de los motivos de unión a ñictores miogénicos, y también del 
número y configuración espacial dentro de enhancers, ha sido descrita en distintos modelos 
(Frith e? al., 2001). 
Estudios recientes de nuestro laboratorio y del Dr. A. Femis (Marín e? al., 2004; 
Mas et al., 2004) han demostrado que la expresión de los genes TnT y TnI de Dmsophila 
está controlada por dos regiones reguladoras diferentes, ambas con una organización 
modular. Estas dos regiones reguladoras que se han denominado URE (Upskeam 
Regulatory Element) e IRE (Intronic Regulatmy Element) están situadas en la región 5' y 
en el intrón 1 respectivamente y son funcionalmente idénticas pem no son redundantes. En 
cada una de estas regiones hay varios módulos conservados que son esenciales para 
alcanza los niveles adecuados de expresión en cada tipo de fibra muscular. En el gen de la 
cadena pesada de la miosina y en el gen Tm 2 también se ha descrito la presencia de 
elementos reguladores de la banscripción en el intrón 1 (Gremke eral., 1993; Hess, 1989). 
Hasta el momento no se han realizado análisis funcionales de la región 5' en ninguno de 
estos genes pero el análisis in siliw r e a l i d  en nuestro laboratorio del gen de la Tm 2 
indica que esta región existen varios elementos conservados en otnis especies de 
Drosophika con sitios de unión para los factores miogénicos mencionados y siguiendo una 
distribución modular parecida a la de los elementos URE de los genes 7hT y Tnl. 
De la familia génica de la actina, compuesta por seis genes, se conoce la 
localización de los elementos reguladores que controlan la expresión de dos de ellos, los 
genes de la actina 57B y de la aclina 88F. La Actina 57B es embrionaria y su expresión 
está regulada por 600 pb situadas en la región 5' proximal del inicio de la transcripción 
(Kelly el al., 2002). Esta secuencia contiene un sitio MEF2 funcionalmente importante. La 
expresión de la Actina 88F que es especifica, casi exclusivamente de IFM, está controlada 
por elementos localizados dentro de la primera kílobase de la región 5' flanqueante del gen 
(Geyer & Fyrberg, 1986). 
En mamíferos, los genes Tng TnIs que codifican las isofomuis de la TnI especificas 
de las fibm de contracción rápida y de las de contracción lenta respectivamente, contienen 
regiones reguladoras en la región 5' (URE) o en regiones intróniais (M) (Bane jee-Basu 
62 Buonanno, 1993; Calvo el a l ,  2001; Hallauer & Hastings, 2002). También, según 
muestra un análisis in siliw, en los seis miembros de la familia MHC de músculo 
esquelético humano las regiones reguladoras presentan una organización modular 
conservada (Konig et a l ,  2002). 
Por tanto, la existencia de varias regiones reguladoras organtzadas en módulos que 
contienen distintas combinaciones de sitios de unión pata factores de transcripción 
miogénicos es una característica común en prácticamente todos los genes musculares 
estructurales estudiados tanto en Drosophika como en vertebrados. 
53 Regulación del gen de la por ami os^ . . anriosina 
El gen pcrmmiosaa/minipammwsim de Dmophila está siíuado en una región de 
aproximadamente 17 kb localizada en la banda 66D14 (Maroto eral., 1995). La PM está 
codificada por 9 exones mientras que la mPM está codificada únicamente por tres (Figura 
6). E1 exón lb, exclusivo de la mPM, se Iocalh en el intrón 7 del gen. Los dos ultimos 
exones, 8 y 9, escán compartidos por las dos proteínas. Todos los exones del gen son 
codificantes. Esta estructura, en la que un solo gen codifica dos proteínas diferentes se ha 
descrito en otros dos genes musculares, los de la mhc (Standiford et al., 1997) y la Tm 2 
(Hanke & Storti, 1988). Las segundas proteínas codificadas por estos genes son la MRP 
(Myosin Rod Protein) que aunque se expresa en todos los músculos, su expresión es 
mayoritaria en un grupo de DLM, y la forma citoplasmica de la Tm 2 respectivamente. 
El patrón de expresión espacio-temporal de la PM y la mPM depende de dos 
promotores diferentes que están situados en la región 5 '  respecto del inicio de la 
transcripción de los respectivos mRNAs. (Arredondo et al., 2001a; Maroto et al., 1995). 
Estos dos promotores funcionan de forma totalmente independiente. No comparten 
regiones reguladoras de la transcripción y la actividad de cada uno de ellos no se ve 
influenciada por la actividad del otro cuando ambas proteinas se expresan en la misma fibra 
muscular (Arredondo et al., 2001a). En la región próxima a los inicios de la transcripción, 
en ambos promotores, existen unas 100 pb COnse~Íidas en más de un 99% que deben 
corresponder al sitio de unión de la maquinaria basa1 (Figura 6). 
Estudios previos del laboratorio identificaron algunos de los elementos que controlan 
la correcta expresión espacio-temporal de la PM. Los elementos identificados se 
encuentran entre los nucleótidos -1700 y -900 respecto al inicio de la transcripción de la 
PM (Arredondo et al., 2001a)(Figura 6A). Dentro de este fragmento se identificó una 
región, localizada entre -1.7 y -1.4 kb, que contenia un sitio MEF2 y tres cajas E 
conSe.~adaS en D. virilis (Figura 6A). El sitio MEF2 es esencial para la expresión de la 
proteína en larvas, en cambio, en adultos contribuye a aumentar los niveles de expresión y 
a la especificidad muscular. Sin embargo, la reducción de los niveles de expresión, al 
mutar el sitio MEF2 es menor que cuando se elimina la región conservada completa La 
región comprendida entre -1.4 y -0.9 kb también parecia desempeñar una función en la 
expresión de la PM, ya que el fragmento de 1.4 kb es capaz de dirigir la expresión del gen 
LacZ en todos los músculos aunque a niveles muy bajos. Esta expresión desaparece al 
eliminar el fragmento comprendido entre -1.4 y -0.9 kb (Arredondo et al., 2001a). En esta 
región se han localizado varios üagmentos conservados en D. virilis, un sitio de unión para 
el factor PDPl y dos sitios para hctor CF2 que no están conservados, pem que son capaces 
de unir estas proteínas in Mtro. Estos dos factores de transcripción están involucrados en la 
diferenciación terminal del músculo (Bagni er al., 2002; Reddy e i  al., 2000), 
concretamente PDPl participa en la regulación de la tnuiscripción del gen Tm 2 (Lin et al., 
1 99%). 
En el caso de la mPM, en la región que regula su expresión se han localizado tres 
elementos o módulos funcionalmente activos que tienen una gnui conservación en D. 
virilis. Estos módulos se han denominado AB, BF y TX (hedondo e i  al., 2001a) (Figura 
6B). Con la excepción de alguna caja E, en ninguno de estos elementos se han encontrado 
secuencias consenso para factores de transcripción conocidos, destacando sobre todo la 
ausencia de sitios de unión para MEF2. Una macteristica común de prácticamente todas 
las regiones reguladoras de genes musculares estnicturales estudiadas es la presencia de 
uno o más sitios MEF;! que son criticos para su función. Casi todos estos genes se expresan 
tanto en los músculos embrionariosilarvarios como en los de adulto. Es posible que la 
expresión de genes específicos de músculos adultos no dependa directamente de MEF2. 
Promotor mPM 
Figura á Gen parnmiosindmioiparnmiosina. Regiones reguindoras. A El gen paramiosina 
Iminiparamiosina está compuesto por 10 exones de los cuales todos, excepto el exón lb, codifican la 
paramiosina. El promotor que regula la expresión de la paramiosina se localiza en la región 5' flanqueante del 
gen. En la figura se muesaan las regiones COIIS~NZI~~S entre D. melanogosrer y D. virih. Existe una alta 
conservación de las IOOpb correspondientes al pmmotor basa1 (PB, rectángulo verde) y de una región dista1 
que contiene un sitio de unión para MEF2 y tres cajas E (región MEF-E). B El promotor que regula la 
expresión de la miniparamiosina, codificada por los exones 1 b, 8 y 9, se localiza en el ina6n 7 del gen. En este 
intrón, a parte de las lOOpb correspondientes al promotor basal (PB, rectángulo verde), se han localizado tres 
elementos de secuencia, denominados AB, BF y TX, que presentan una alta conserva~ión entre D. 
melanogmter y D. virilis. 
OBJETIVOS 
OBJETIVOS 
Durante los idtimos ailos el interés de nuestro grupo se ha centrado en la caracterización 
de los mecanismos moleculares implicados en la regulación y la función de los genes 
musculares en Dmsophih /mhqp&r. En concreto, los objetivos de esta Tesis doctoral han 
sido los siguientes: 
- Caracterización de los elementos implicados en la transcripción de la Paramiosma: 
1) Establecer el papel funcional de Las cajas E siiuadas junto a un sitio MEF2 en la 
región dista1 del promotor que controla la expresión de la Paxamiosina. 
2) Cater izar  la función individual de la región que contiene estas cajas E y el 
sitio MEF2 e identificar nuevos elementos implicados en la regulación de la 
expresión de la Paramiosina 
3) Establecer la interrelación funcional entre los distintos elementos que controlan 
la expresión de la Paramiosina. 
4) Análisis comparativo de los elementos reguladores y su organización dentro del 
pmmotor con la de otros promotores que controlan la expresión de pmteúias 
musculares. 
- Caracterización de los elementos implicados en la transcripcih de la Miparamiosina: 
1) Anslisis m vivo de la función individual de los elementos AB, TX y BF situados 
en la región que controla la expresión de la Miniparamiosina. 
2) Establecer la interrelación funcional enke AB, TX y BF. 
3) Identificar los factores de kanscripción que mtenicción con estos m6dulos y su 
posible papel funcional. 
- Estudio funcional de la pmteina muscular Tmponina T: 
1) AnalVar los efectos producidos por la sobeexpresión de la Tmponina T en los 
músculos indirectos de vuelo. 
2) Establecer comla~iones entre los fenotipos obtenidos y la función. 

1. MATERIALES 
La composición de la mayona de los tampones y soluciones empleados en los 
distintos experimentos se especifica en la descripción de métodos o en las citas 
correspondientes. Todos los reactivos utilizados en la experimentación fueron de grado 
analítico o de grado apto para biología molecular. El origen específico de muchos de los 
productos empleados se especfica en el texto. 
1.1 Líneas de Drosoohün melnno~aster. 
En el desarrollo de esta tesis se han utilizado las siguientes líneas de Drosophila. 
además de las generadas a lo largo de la misma: 
- Oregon R. Cepa silvestre. 
- yeUow,white (yw). Línea mutante con ojos blancos (white) y cuerpo más claro (yellow) 
usada como parental para generar las líneas transgénicas. 
- yw; CyOlXIIMKRS y yw; IVCyO; MKRSíiM6,Tb. Líneas mutantes usadas para 
determinar el cmmosoma de inserción y estabilizar las inserciones letales. 
- mP1.7. Línea transformante que expresa el gen LacZ bajo el control del intrón 7 del gen 
PWrnPU Amablemente cedida por el Dr. S. Bemstein. 
- W ; P ~ ~ ~ ~ ~ / T M ~ C ,  Sb,Tb. Línea mutante de Pdpl(Cyran et al., 2003). 
1 2  Cenas bacterianas. 
Para la transformación y crecimiento de piásmidos en general se utilizó la cepa de 
E. Coli DHSa, cuyo genotipo describe Sambrook y colaboradores (Sambrook & Russell, 
2001). 
1 3  Cenas de levadura. 
Para el rastreo de la genoteca de cDNA de D.melunogaster por el mitodo de "Un 
Híbrido" se utilizó la cepa de S.cereMsiae YM4271 (MATa, ura3, his3, ade2,lys2,leu2, 
trpl, tyrl) (Clontech) amablemente cedida por el Dr. Francisco Portillo. 
1.4 Genoteca de cDNA de Droswhila melam~aster utükada en el rastreo de "Un 
Híbrido". 
El rastreo se realizó usando una genoteca de cDNA de adultos de Dmsophila 
melanogasrer fusionados al dominio de activación de GALA en el plásmido pGADlO 
(Clontech). 
15.1 Vectores de clonaje. 
- pGEM-T (Pmmega). Utilizado en el clonaje de fragmentos de DNA ampliñcados por 
PCR. 
- pGEM-T easy (Promega). Vector utilizado en el clonaje de fragmentos de DNA 
amplificados por PCR 
- pCaSpeR f3-gil (Thummel et al., 1988). Vector derivado de un elemento P. Permite la 
inserción de fragmentos específicos de DNA en el genoma de Drosophila. Utilizado para el 
análisis in vivo de regiones reguladoras. Lleva los extremos 5' y 3' de un elemento P, el gen 
white para seleccionar las moscas bansformantes por el color de ojos y el gen LacZ como 
marcador. 
- pH-Peüein (Barolo et al., 2000). Vector derivado de un elemento P. Utilizado para el 
análisis in vivo de regiones reguiadoras. Lleva además de lo descrito para el vector anterior 
el promotor basa1 de Hsp70 y secuencias aisladoras (insulators) que evitan las posibles 
influencias sobre la expresión del transgén de secuencias reguladoras próximas al sitio de 
inserción. 
- pCaSpeR 4 (Thummel et al., 1988). Vector derivado de un elemento P. Utilizado para la 
inserción en el genoma de DroBophila de cualquier DNA Contiene los extremos de un 
elemento P y el gen de selección white. 
- pHISi (Clontech).Vector utilizado en la estrategia de "Un Híbrido". 
- pSPUTK PDP 1. Expresión de PDP 1. Amablemente cedido por el Dr. RV.  Storti (Lin er 
al., 199%). 
- pUChsnA2-3. Plásmido que aporta la expresión de la transposasa en la generación de 
moscas transgénicas por transposición de elementos P. Se coinyecta en embriones de 
Drosophila junto a las construcciones realizadas en vectores derivados de elementos P. 
Amablemente cedido por el Dr Manuel Calleja. 
153 Plásmidos utilaados en la construcción de otros plhsmidos. 
- 4PM. Contiene 4 kb de la región 5' del gen PM/mPM de D.melanogaster en el vector 
pCaSpeR-P-gal(Arredond0 et al., 2001a). 
- 1.7PM. Contiene 1.7 kb de la región 5' del gen PM/mPM en el vector pCaSpeRegal 
(Arredondo et a l ,  2001a). 
- mP2.7. Contiene un üagmento de 2,7 kb del gen PM/mPM, desde el intrón 4 hasta el 
inicio del exón 1 b, clonado en fase con el gen LacZ en el vector pCaSpeR-P-gal. 
- TX:pWhsp7OLae. Tiene el elemento conservado TX del intrón 7 del gen P W M  en el 
vemr pWhsp7OLac. 
- pUD88iVI-Cys. Plásmido del que se exbajo el promotor de la Actina 88F para las 
construcciones utilizadas en la sobrexpresión de la TnT en FM. Amablemente cedido por 
el Dr. J.Sparrow. 
- pBLS TnT. Plásmido pBlueScript que contiene el cDNA correspondiente a la isoforma 
de IFM de la TnT (Benoist et al., 1998). 
Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados por Isogen. En 
las siguientes tablas se especifica el nombre, la secuencia en la cadena codificante, las 
dianas para enzimas de restricción en caso de poseerlas y la aplicación principal para la que 
fueron diseñados. En negrita se destacan las mutaciones introducidas en caso de haberlas. 
No se incluyen los oligonucleótidos generales T3, T7 y Sp6. 
1.6.1 Oügonucleótidos util~ados en el estudio del promotor de la Panmiosina. 
Los oligonucleótidos marcados con un asterisco fueron utilizados tanto en el estudio del 
promotor de la Paramiosina como en el de la Miniparamiosina. 
CACACATTTCTCCTCAGGCCAAC 
GATCGCCTCCTCCTCTGCTCCAC 
1.6.2 Ol¡onueleótidos utiliudos en el estudio del promotor de la Mmiparamiosina. 
*pCaSpeR+ 
*pCiSpeR - 
*pH-Pel¡can+ 
TAAGTGCGAGTGAAAGGAATAG 
GCTGGCGAAAGGGGGATGTGCT 
GATCAATTGTGCTCGGCAACA 
Nombre 
S'AB 
-- 
--m 
-- 
secuenci8 S'+ 3' 
GACGAATTCACGAAGGTmCGTTTC 
Secuaiciación 
Secuenciación 
Secuenciaci6n 
r>iini 
h R I  
Apliueión 
PCR 
CTAGTATTGTGTAATCACAGCAACTGCGCAATTTT 
BF 4md6 
BF 4mt/6 
BFExtmt+ 
BFExbt+ 
pGADlOe 
pGADlb 
Nombre 
5'TnTMIII 
E4TnT 
A a  =F 5' 
A& 88F 3' 
El Act 88F 
CTAGAAATCGA1TACGn;AGAn;Cn:ATACGAATA 
CTAGTATTCGTATCAGCATCTCACGTMWGAm 
CTAGTCTATTGCGCAGTTGCTGTGATTACACGTCI' 
CTAGAGACGTGTAATCACAGCAACTGCGCAATAGA 
CTAITCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC 
AAGTGAACTTGCGOOGTITTTCAGTATCTACG 
Seawacm 5'+ 3' 
AACCGTAGACATGTCCGACGATG 
GGAGAGGGCGATCCAGAG 
TTCTCAGTGCCGCACTGGC 
CATCGTCACACATCTTGGC 
GTCAACAGGAATCGAACGTGCG 
Xbd 
SpeI 
Spel 
XbaI 
Diini 
AflIII 
Retardo y 
Un-híbrido 
Rdardoy 
Un-híbrido 
Secu~lciación 
Secuenciación 
Apüuci6n 
PCR 
PCR 
PCR 
PCR 
RTPCR 
1.7 Sondas utiliudas en hibridación de RNAs unidos a membrana INortIiern h t ) .  
- Sonda LacZ. Conesponde a las ultimas 800 pb del cDNA de la P-galactosidasa. 
- Sonda TnT. Fragmento de cDNA que contiene del exón 1 al 6 del gen de la TnT. 
- Sonda AciSSF. Corresponde a la región 5' no traducida del gen Act88F. 
- Sonda PM. Nucleótidos 6-1446 de la secuencia del cDNA de la Paramiosina. 
- Sonda Tnl. Exón 3 del gen de la TnI. 
- Sonda Tm2. Corresponde a un fragmento de DNA genómico que contiene los exones 2, 
3 ,4  y 5 del gen de la Tm2 
Aplicacióa 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
Secuenciación 
Secuenciaci6n 
- Anti-PM. Obtenido en conejo y usado en inmunotransferencias a una dilución 111000 
(Maroto et al., 1996). 
- Anti-mPM. Obtenido en conejo y usado en inmunotransferencias 111000 (Maroto et al., 
1996). 
- Anti-TnT. Obtenido en conejo y usado en inmunotransferencias 115000 (Domingo et al., 
1998). 
Diuii Nombm 
IT TnT 5' 
EZ-UTnT3' 
E2 TnT 3' 
PromAetOOF 
SV40 
- Anti-Actina 88F. Obtenido en conejo y usado en inmunotmnsferencias 111000. 
Secuencia S'+ 3' 
TAGTCGAACCGCAGCATT 
CTCTGGATCGCCCTCTCCTGTGTAC 
CATGGCTACGGTTTAGGGTTG 
GTGCTCAAATGGACAATAGA 
GGTTGGAATCTAAAATACAC 
Amablemente cedido por el Dr John Sparmw. 
- Anti-PDP 1. Obtenido en conejo, usado en inmunohansferencias 111000 y en ensayos de 
superretardo a 11100 o 1110. Amablemente cedido por el Dr. R.V. Storti. 
- Anii-j3-gaiactosidau. Obtenido en conejo y usado en inmunotransferencias e 
inmunohistoquímica 1 ROOO (Cappel). 
- Anti-IgC de conejo. Obtenido en cabra, marcado con peroxidasa como segundo 
anticuerpo para inmunotransferencias 111 000 (Nordic). 
Los métodos generales de biología molecular tales como clonaje, marcaje de sondas 
radiactivas, técnicas electroforéticas de ácidos nucleicos y de proteinas, análisis de RNAs 
transferidos a membrana (Northern blot), análisis de proteínas bansferidas a membrana 
(Westem blot), cultivos bacterianos, etc., se realizamn según describen Sambrook y 
colaboradores (Sambmok & Russell, 2001). Para la cuantlficación de la movilidad 
electroforética de las proteinas en geles de poliacrilamida-SDS se emplearon marcadores de 
peso molecular preteiíidos de Life Technologies, y para DNA en geles de agarosa, 
marcador "1 kb ladder" de Life Technologies. 
2.1 Construcciones mra el estudio la wulación de la exoresión de la PM. 
2.1.1 Mutagénesis de las cajas E. 
Las mutaciones en todas las cajas E se introdujemn por PCR según describen innis 
y colaboradores (Innis et al., 1990). La mutación se introduce en dos reacciones sucesivas 
de PCR utilizando un par de oligonucleótidos complementarios en los que se incorpora la 
mutación y otros dos oligonucleótidos externos, uno que anilla en el extremo 5' y otro en el 
3' del fragmento que se quiere amplificar. En la primera reacción se mezcla en un tubo el 
molde sin mutar, el oligonuclei,tido 5' y el oligonucleótido mutado (-) y en otro lado el 
mismo molde con el oligonucldtido mutado (+) y el oligonucleótido 3' de modo que se 
obtienen dos fragmentos, uno con la mutación en el extremo 3' y otro con la mutación en el 
5'. En la siguiente reacción de PCR se utilizan como molde estos dos fragmentos ya que 
tnis el paso de desnaturalización y anillamiento van a producirse también fragmentos 
hibridos formados por una cadena que lleva la mutación en el extremo 3' y la oha cadena 
que la lleva en el extremo S', ya que estos dos extremos son compiementarios. Los 
oligonucleótidos utilizados en esta segunda reacción son los oligonucleótidos de los 
extremos. 
El cambio introducido en las 3 cajas E fue GANNAG en lugar de CANNTG. Los 
pkmidos con mutaciones en las cajas E que se generaron para el análisis in vivo de las 
mismas fueron: 
- E2M. En esta construcción se mutó la secuencia de la caja E localizada en la posición - 
1461 (E2) con respecto al inicio de la transcripción. Para la mutagénesis se utilizó como 
molde el plásmido 1,7PM que contiene 1,7 kb del promotor de la PM desde el inicio de la 
transcripción clonado en pCaSpeR (Arredondo er al., 2001a). Las mutaciones se 
incorpomron en los oligonucleótidos E2m+ y E2m-. Los oligonucleótidos de los extremos 
fueron -1708PmS' y -758Pm3'. Una vez obtenido el hgmento de 950pb con la mutación 
en E2, se clonó en el vector pGEM-T easy. Esta construcción se digirió con la enzima de 
restricción Hindm y se ligó con un fragmento HindiiJ extraído del plhsmido pCaSpeR 
1,i'PM con T4 DNA ligasa. De la construcción resultante se extrajo un hgmento Rti que 
se clonó finalmente en el plásmido pCaSpeR 1,7PM al que se había eliminado un 
fragmento Rti similar pero sin la mutación. En estas construcciones se mantuvo siempre el 
promotor basa1 homólogo. 
- IBM. Las cajas E mutadas en esta conscnicción son El y E3, localizadas en las 
posiciones -1 587 y -1436 respectivamente. La construcción se realizó biisicamente como la 
anterior. El molde y los oligonucleótidos externos utilizados para la PCR fueron los mismos 
que para la construcción anterior. Los oligonucleótidos utilizados para incorporar las 
mutaciones fueron: El m+, El m- y E3+ y E3-. 
- 3EM. En este pkmido se mutaron las kes cajas E. Se construyó del mismo modo que las 
construcciones antes descritas. 
2.13 Construcciones para el estudio de la hinción de la región MEF-E. 
Con objeto de analizar in vivo con más detalle la función de la región MEF-E y 
determinar si constituye un activador (enhancer) muscular se hicieron cuatro 
construcciones en las que se clonaron distintos fragmentos de la región 5' de la PM, delante 
del promotor mínimo de hsp70 presente en el vector pH-Pelican (Barolo eral., 2000). 
- (-1.71-1A)PM. Contiene un fragmento de 321 pb que engloba el sitio MEF2 y las tres 
cajas E (región MEF-E). El fragmento se amplificó por PCR a partir de la construcción 
1,7PM utilizando los oligonuclebtidos -1708Pm5' y -1387Pm3'. Después se cortó con las 
enzimas de restricción Kpnl y XhoI y se clonó en pH-Pelican cortado con las mismas 
enzhas. 
- (-1.71-1.15)PM. Lleva además de lo clonado en la construcción anterior las siguientes 231 
pb en dirección 3'. Se construyó tarnbib amplificando por PCR este fragmento a p h r  de 
1,7PM con los oligonucldtidos-1708Pm5' y -1 156Pm3'. Tras una digestión con KpnI y 
XhoI se clonó en pH-Pelican cortado con las mismas enzimas. 
- (-1.71-0.76)PM. Contiene un ñagmento de 950 pb que incorpora además de lo descrito en 
la construcción de arriba, dos sitios para el factor de transcripción PDPl y dos sitios para 
CF2. El plásmido se construyó de manera similar a los anteriores pero el oligonucleótido 3' 
utilizado en la PCR fue -758Pm3'. 
- (-2.31-1A)PM. Lleva un fragmento de 908 pb que comienza en el núcleotido -2295 y 
acaba en el -1385 respecto al inicio de la transcripción. Incluye adenuis de la región MEF- 
E varios fragmentos que presentan una alta homología con Drosophihpseudoobscum entre 
los que hemos localizado dos nuevos posibles sitios de unión para el actor MEF2. El 
fragmento se amplificó por PCR a partir de la construcción 4PM, utilizando los 
oligonuclebtidos -2295Pm5', -1387Pm3', se cortó EcoRVXhoI y se clonó en el vector pH- 
Pelican cortado del mismo modo. 
2 2  Construccbnes Dan el estudio de la Feeulación de la ex~resión de la mPM. 
Para el analizar in vivo si los elementos conservados AB, BF y TX presentes en el 
promotor de la mPM funcionan como activadores de la expresión en músculos específicos 
se realizaron las siguientes construcciones en el vector pH-Pelican (Barolo et al., 2000)para 
la posterior generación de líneas hansgénicas de Dmsophila. 
- AB. El módulo AB se amplifici, por PCR utilizando como molde la construcción mP2.7 y 
los oligonucleótidos S'AB y 3'AB. El fragmento amplificado se digirió con las enzimas de 
restricción EmRI y BamHI y se clonó en el vector pH-Pelican cortado con las mismas 
mimas.  
- BF. El elemento BF se amplificó por PCR utilizando el mismo molde que en el caso 
anterior y los oligonucleótidos 5'BF y 3'BF. Posteriormente se cortó KpnVBamHI y se 
clonó en el vector pH-Pelican cortado de la misma manera 
- TX. El elemento TX se extrajo por digestión enzimática con WoI de la construcción 
TX:pWhsp7OLac, construida en el laboratorio por el Dr. Juan Arredondo, y se clonó en pH- 
Pelican abierto con la misma enzima. 
- AB-BF. Un fragmento de 473 pb que incluye los elementos Al3 y BF se amplificó por 
PCR a partir del molde mP2.7 (Arredondo et al., 2001a) utilizando los oligonucleótidos 
5'AB y 3'BF. Se cortó con las enzimas de restricción h E c o R l  y BamHI y se clonó en el 
vector pH-Pelican digerido igualmente. 
- AB-TX. El elemento AB se amplificó por F'CR utilizando como molde el vector mP2.7 y 
los oligonucleótidos 5'AB y 3'AB y tras digerirlo con la enzimas EcoRI y BamHI se clonó 
en la construcción WpH-Pelican cortado del mismo modo. 
- BF-TX. Se amplificó por F'CR un fragmento de 779 pb del promotor de la tnPM que 
incluye los elementos BF y TX utilizando el molde mP2.7 y los oligonuclwtidos S'BF y 
3'TX. El fragmento se cortó KpnYXhoI y se clonó en pH-Pelican digerido con las mismas 
enzimas. 
2 3  Construcción de alAsrnidos mra el estudio de la sobreexoresión de la TnT. 
- pCaSpeR Act88F-TnT. El promotor del gen de la acrina 88F se extrajo mediante 
digestión enzimática SallMcoI del plásmido pUD88F7ICys y se subclonó en pGEM-T 
abierto con las mismas enzimas. En el plásmido resultante, abierto con las enzimas 
NcoWApaI, se clonó un fiagmento de PCR cortado AfliIYApaI, correspondiente a las 370pb 
primeras del cDNA de la TnT específica de IFM al que se incorpom una diana AtiIiI en el 
extremo 5' (Benoist et al., 1998). Este fragmento se amplificó por PCR utilizando como 
molde el piásmido pBLS TnT y los oligonucleótidos S'TnT Afi IIi y E4TnT. A 
continuación, de esta construcción se extrajo un fragmento SalVSphI que se subclonó en el 
plásmido pBLS TnT cortado de la misma forma. Este nuevo plásmido se cortó con Sal1 
romando después con Klenow y a continuación se cortó con Noti. El hgmento liberado 
contiene el promotor y la región 5' no traducida del gen actina 88F fusionado en fase con el 
cDNA de la isoforma específica de IFM de la TnT. Este fragmento se clonó finalmente en 
pCaSpeR4-SV40 abierto NotUSpeI romo. 
2.4 Identificación de factores de transcrioeión aue interaccionan con el elemento BF 
del Dromotor de la mPM oor e1 método de 'Un Hibrido" en levadura. 
Para identificar factores de transcripción que interaccionan con la región BF (32pb) 
se utilizó el sistema de "Uniiíbrido" MATCHMAKER de Clontech. 
Los oligonucleótidos de cadena sencilla con la secuencia nativa de BF (BF+ y BF-) 
o los controles mutados (BFExtMuH y BFExtMut- o BF4mt/6+ y BF4mt/6-) se anillaron y 
se fosforilaron con polinucleótido kinasa (Roche). Los oligonucleótidos de doble cadena 
con dianas para las enzima5 SpeI y XbaI en los extremos 5' y 3' respectivamente, se ligaron 
entre sí en presencia de T4-DNA ligasa para conseguir un multímero de BF o de las 
versiones mutadas. Se obtuvieron 5 copias unidas en tandem en los tres casos. 
Los multímeros se clonaron en el sitio Xbal del vector pHISi, delante del gen HIS3. 
Con las construcciones en pHíSi linearizadas con NcoI se transformó la cepa de S. 
cerevisiae YM4271(MATa, ura3, his3, ade2, lys2, leu2, trpl, tyrl) según el protocolo 
descrito por Ciek y colaboradores (Ciek et al., 1992). Las colonias transformantes que 
habían integrado la construcción en el locus URA3 de la cepa YM4271 por recombinación 
homóloga, se seleccionaron por crecimiento en un medio sin uracilo. Se seleccionó una 
colonia transformante de cada tipo. La colonia transformada con el cebo (BF) se transformó 
con una librería de cDNA de adultos de Drosophila melanogaster fusionados al dominio 
de activación de GAL4 (Clontech Matchmaker Library) en el vector pGADlO. Se 
seleccionaron los clones positivos por crecimiento en un medio -Ud-Leul-His 
suplementado con 45mM 3-AT (3-Amino-12.4-Triazol). El 3-AT es un inhibidor 
competitivo del producto del gen H1S3 y se utiliza para eliminar el crecimiento debido a la 
expresión basa1 de este gen. 
Se extrajo el DNA total de los clones de levadura positivos y con &te se 
transfomaron bacterias de la cepa DHSa para posteriormente aislar de éstas el DNA 
plasmídiw. Los plásmidos aislados se analizaron por digestión con EcoRI y se 
secuenciaron aquellos que contenían los cDNA de tamaños más repetidos. Las secuencias 
se compararon w n  distintos bancos de datos. Con los clones de cDNA a n a l d o s  se 
transformó de nuevo la levadura que contenía BF y las dos colonias controles (BFExtMut y 
BF4mtI6). En BFExtMut estin mutados los dos extremos de la región BF mientras que en 
BF4mt/6 están mutados las 24pb centrales. Serían verdaderos positivos aquellos clones que 
sólo hacían crecer la levadura w n  el cebo en un medio -Ud-Leul-His con 45mM 3-AT y 
ninguno de los controles, o los que permitían el crecimiento del cebo y uno solo de los 
controles. 
2 3  Obtención de icidos nucleica 
23.1 Obtención de RNA. 
El RNA se aisló utilizando Trizol (Life Technologies) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Se utilizaron embriones, larvas, pupas y adultos de tiempo de desarrollo 
conocido. Todas las soluciones utilizadas para trabajar con RNA se trataron wn  0.1% 
DEPC. La concentración se determinó midiendo la absorción en el especuofotómetro a una 
longitud de onda de 260 nm. 
23.2 Obtención de DNA.. 
253.1 Piásmidos de E. coli 
Para la obtención de pequdas cantidades de DNA plasmidico se utilizó el kit 
Wizard Miniprep (Promega), mientras que para grandes cantidades se utilizó el método de 
lisis alcalina y para la purificación se utilizaron columnas Nucleobond AX-500 (Macherey- 
Nagel). 
2.5.2.2 DNA de D. melnnogaster. 
Para la obtención de DNA de Drosophila se homogeneizaron aproximadamente 50 
moscas en 500 pl de una solución de 10 mM Tris-CLH pH 7.4, 10 mM EDTA, 60 mM NaCl 
y 0.5% SDS, se fenolizó la solución y se trató con 10 pdml de RNAasa A durante 15' a 
3PC. Posteriormente se volvió a fenolizar, para finalmente precipitar el DNA con etanol. 
El DNA obtenido se resuspendió en agua. 
2.5.23 DNA de S.cerevkiae 
Los clones de levadura seleccionados en el análisis de Un Hibrido se crecieron hasta 
la fase estacionaria en un volumen de 3ml. Se centrifugaron 30s y el precipitado se lavó con 
H20. A continuación, se resuspendió cada cultivo en tampón TEM (Tris-HC1 SOmM pH 7,s 
EDTA 25mM, P-Mercaptoetanol 1% (vlv)), se añadió 2p1 de zymoliasa l00T a 100mg/ml 
y se incubó durante lhora a 37'C. Posteriormente se añadió 200pl de tampón TCES (Tris- 
HC1200mM pH 9.5, EDTA 80mM, SDSI% (vfv)) y se incubó 30 minutos a 6S°C. Después 
se añadió lOOpl de KAc 5M, se incubó en hielo 30 minutos y se centrifugó 5 minutos. Se 
recogió el sobrenadante y se precipitó el DNA con 3,s volúmenes de NH& 7,SM:Etanol 
1:6.Se centrifugó 10 minutos y una vez seco el precipitado, se resuspendió en 10-20p1 de 
H20. 
2.5.2.4 Fragmentos amplificados por PCR. 
Las amplificaciones se realizaron en un aparato GenAmp PCR System 2700 de 
Applied-Biosystems. Para las reacciones se utilizaron 1-10 ng de DNA molde, 500 ng de 
cada oligonucleótido, 0.2 mM de cada desoxirribonucleótido (Amersham Phmacia 
Biotech), 5 p1 del tampón de reacción (facilitado por el fabricante) y 0,6 U de enzima Taq 
polimerasa DyNAzyme (Finnzymes) en un volumen final de 50 pl. El programa de 
amplificación básico utilizado (con pequeñas modificaciones según el caso) he :  94"C/5 
min seguido de 30 ciclos de 94W30 S; 55OC 130 S; 72OC 130 S, y un dtimo ciclo de 
elongación de 72'C/5 min. 
2.6 AnlisY oor RT-PCR. 
2 pg de RNA total de cada muestra se retrotranscribieron con la transcriptasa en 
reverso de AMV (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como cebadores se 
utilizaron hexámems de secuencia aleatoria (Roche). Una vez finalizada la reacción se 
utilizaron 1 -2p1 de ésta para la reacción de PCR 
2.7 HibridaciSn de RNAs unidos a membranas INoHhern blotl. 
20 pg de RNA total de cada muestra, obtenido a partir de pupas tardías, se separaron 
en geles de agarosa al 1,5% con formaldehido y se transfirieron a membranas Zeta-Pmbe 
GT (Bio-Rad) en un transferidor de vacío modelo 785 de Bio-Rad según las instrucciones 
del fabricante. Posteriormente las membranas se hibridaron con sondas marcadas con '5- 
aCTP según el protocolo descrito por Sambmok y colaboradores (Sambrook & Russell, 
2001). 
La secuenciación se real& en el servicio de secuenciación automática del Instituto 
de Investigaciones Biomédicas 
El procesamiento de los resultados de secuenciación, el alineamiento de secuencias, 
diseño de oligonucleótidos y generación de mapas de restricción se realizó utilizando el 
programa GeneJockeyIL Las comparaciones de secuencias con las bases de datos del 
NCBi, ENSEMBL y FLYBASE se realizaron utilizando el programa BLAST. Los 
alineamientos múltiples se realizaron con la ayuda del pmgrama ClustalW. 
La localización de posibles sitios de unión a factores de transcripción se realizó mediante el 
programa Matinspector V2.2, utilizando la base de datos TRANSFAC (Wmgender el al., 
2000). 
2 9  Obtención de las oroteíniu 
29.1 Extractos nucleares. 
Los extractos nucleares se obtuvieron según el protocolo descrito por Sullivan y 
colaboradores (Sullivan et aL, 2000). La  concentración de proteínas se midió con el 
reactivo de Bradford (Bio-Rad) y los extractos se conservaron a -70°C en alicuotas 
pequeñas. 
2.9.2 Expresión de proteínas in viba 
El factor PDPl para los ensayos de retardo se obtuvo a partir del piásmido pSPUTK 
PDPl utilizando el kit de ~r ipc ion/ t raducción  in vibo "l7-SP6 Coupled Wheat Germ 
Extract System" (Promega). 
2 9 3  Extractos totaks. 
Moscas enteras o tóraces se hornogenizaron directamente en tampón de Laemmli 
(Laemmli, 1970) en una proporción 1 mos&Opl de tampón. 
2.10 Inmunodetección en membranas f Weslern bloth 
Las inmunotmnsferencias se realizaron esencialmente como describe Sambrook y 
colaboradores (Sambrook & Russell, 2001). Como reactivo de revelado se utilizb ECL 
(Pharmacia). 
2.1 1 Ensavo de retardo en gel. 
Los oligonucleótidos de cadena doble se marcaron en los extremos con 'P 
incubando lh a 37O con la enzima T4 polinucleótido k m a  (Roche) y 25pCi de " P - y ~ ~ ~  
(Amersham Pharmacia). El oligonuclwtido marcado se purificó con las columnas 
Sephadex G-25 (Amersham-Phannacia). Aproximadamente 0.5 ng de la sonda marcada se 
incubaron con 1pl de pmteína banscrita y traducida m vitm Ó 5-10 pg de un extracto 
nuclear en tampón de retardo en gel (60 mM KCI, 2mM MgCI, 10°? glicerol, 0.1-5 mM 
EDTA, 1 mM DlT, 20 mM HEPES pH7.9), en un volumen final de 10-15 p1. Como 
competidor inespecífico se incluyó lpg de poli(d1-dC) (Pharmacia). La pmteína fue 
añadida siempre en último lugar. Las incubaciones se realizaron durante 20-30 min en 
hielo. En los experimentos de competición se añadió a la mezcla de incubación un exceso 
(100 a 300 veces) del oligonucleOtido frío empleado en cada caso. En los experimentos de 
sobrenetardo se añadió a la mezcla de incubación, después de la adición de la proteína, 1 pl 
de una dilución 11100 o 1/10 de suero anti-PDP1 o de suem preinmune de conejo. Los 
complejos DNA-proteína formados se resolvieron en geles de poliacrilamida al 5% en TBE 
0.5X. Posteriormente los geles se secaron y se equsiemn a películas autorradiográficas. 
2.12 Generación de líneas Iranseénieas. 
Las líneas transgénicas se generaron utilizando la técnica de transformación mediada 
por elementos P descrita inicialmente por Spradling y Rubin (Spradling & Rubin, 1982). Se 
microinyectaron embriones de O a 45 minutos de la cepayw con una solución que contiene 
0,6 rcs/pl de la construcción a insertar y 0,2 W p l  del plásmido pUChsxA2-3 que codifica la 
transposasa, necesaria pan la inserción. Cuando los embriones que Uegan a la etapa adulta 
(GO) se cruzan con moscas yw y de la descendencia (GI) se seleccionan las moscas 
transformantes por el color rojo de los ojos. Las moscas transformantes se cruzan entre ellas 
con el fin de obtener líneas homocigóticas. 
2.13 Detección de actividad 0-eaiactosidasa oor tinción con X-Cal. 
Moscas adultas o pupas fueron incluidas en 0.C.T Compound (Sakura) y congeladas 
en nieve carbónica. Posteriormente, se cortaron en un cnostato Jung1800 (Leica) en 
secciones de 20-25 m. Las secciones se depositaron sobre portaobjetos polilisinados 
(Sigma) y a continuación se fijaron con 4% parafolmadehido en tampón A (IOmM NaPOd 
pH 7.2, l 5 W  NaCI, ImM MgC12). La actividad P-galactosidasa se analizó por tinción 
con X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-~D-galactopiido) según protocolo descrito por 
Meredith y Storti (Meredith & Storti, 1993). 
Las larvas y abdómenes de adultos enteros se disecaron en tampón A por la región 
dorsal o la ventral, según los grupos musculares que se quisieran estudiar. Posteriormente, se 
fijaron y se tiñeron del mismo modo que las secciones. 
Los tiempos de incubación para desarrollar el color variaron según el experimento 
entre aproximadamente 1 hora y toda la noche (16h). Para su observación y fotografiado las 
muestras fueron lavadas en tampón A y montadas con Mowiol4-88 (Fluka). Las imágenes 
se obtuvieron con un microscopio Nikon Eclipse E400 equipado con una cámara digital 
Olimpus DP50. 
2.14 Test de vuelo. 
Los test de vuelo se realizaron con moscas de un día de edad como describen 
Vigoreaux y colaboradores (Vigoreaux et al., 1998). Se analizaron una media de 100 
moscas de cada genotipo. 
RESULTADOS 
1. REGULACION DE LA TRANSCRIF'CIÓN DEL GEN DE LA 
PARAMIOSINAMINPARAMiOSINA DE Drosophila mehwgaster. 
1.1 Remilación de la truwcrioción de la Pararniosha 
1.1.1 Anilisis in vivo de la función de las cajas-E de la región MEF-E. 
En la región reguladora dista1 que controla la expresión de la Paramiosina (PM) se 
han identificado 3 motivos CANNTG o cajas E y un sitio de unión para el factor de 
transcripción miogénico MEF2, situados a -1587, -1461 y -1436 y -1488 pb 
respectivamente, del sitio de inicio de la transcripción (Arredondo et al., 2001a). Estos 
cuatro sitios están conservados en posición y en secuencia en Drosophila virilis (Figura 
6A). A parte de estas secuencias no se han encontrado en esia región otras que tuvieran 
homología con D. virilis. Esta región, que hemos denominado MEF-E, es esencial para la 
correcta expresión espacio-temporal de la PM en todos los músculos, excepto en los IFM 
(Arredondo et al., 2001a). La mutación del sitio MEF2 sobre un üagmento de promotor de 
1.7 kb conlleva la pr&ctica abolición de expresión del gen testigo LacZ en los músculos de 
embriones y larvas, mientras que, en los músculos de los adultos se produce sólo una 
reducción de los niveles de expresión de LocZ con respecto a los niveles alcanzados con 
una construcción del mismo tama?lo sin mutación. Sin embargo, la reducción es mayor 
cuando se elimina la región MEF-E completa Estos resultados sugerían que las cajas E de 
la región MEF-E podrían estar jugando un papel importante en la regulación de la 
expresión de la PM. Las cajas E se caracterizan por unir factores de transcripción de la 
familia bHLH. Algunos miembros de esta familia juegan un papel central en miogénesis, 
como por ejemplo la familia MyoD de vertebrados o los factores Nautilus (el homólogo de 
MyoD) y Twist de Dmsophila (Abmayr & Keller, 1998; Baylies & Bate, 19%). En 
vertebrados se ha descrito que los factores de la familia MyoD y el factor MEF2 
interaccionan físicamente para activar coopedvamente el programa mioginico (Black & 
Olson, 1998; Molkentin et al., 1995). Hasta el momento se desconoce si esto ocurre 
también en Drosophila. 
El estudio de la función de las tres cajas E de la región MEF-E en la regulación de la 
expresión del gen de la PMImPM se llevó a cabo por transgénesis. Para ello, se generaron 
líneas transgénicas de Drosophila por tninsfonnación mediada por elementos P (Spmdling 
& Rubin, 1982) y posteriormente se realizó un análisis de expresión del transgén LacZ (P- 
galactosidasa), en los mUsculos larvarios y de adultos. En estas líneas, se introdujo un 
%mento de 1.7 kb de la región 5' flanqueante del gen con mutaciones en una o varias de 
las cajas E, dirigiendo la expresión del gen LacZ El %mento comprendía la secuencia 
que iba desde el inicio de la transcripción a -1.7 kb, con el fin de mantener el contexto del 
promotor endógeno (Materiales y Métodos y Figura 7A). Se hicieron tres construcciones 
diferentes. En una de las construcciones, denominada E2M, se mutó tan sólo la segunda 
caja E (empezando por el extremo 5') por ser la más próxima al sitio MEF2. En otra 
construcción se mutaron la primera y la tercera caja (IBEM) y en la otra se mutaron las tres 
(3EM). El cambio introducido en todas las cajas E fue de CANNTG a GANNAG (ver 
Materiales y Métodos). Mediante ensayos de retardo en gel con extractos nucleares de 
embriones se observó que estas cajas E unían proteína in vitro y que la introducción de 
estas mutaciones impedía la unión de las proteínas (Datos no mostrados). Estas 
construcciones se microinyectaron en embriones de la cepa mutante de Drosophila yw. Se 
obtuvieron tres líneas transgénicas con la construcción E2M, dos con la construcción 
113EM y tres con la construcción 3EM. En la transformación mediada por elementos P la 
inserción de las construcciones en el genoma de la mosca se produce al azar, por lo que es 
importante analizar varias Iíneas para descartar posibles influencias del entorno sobre la 
expresión del transgén. Todas estas Iíneas se estabilizaron en homocigosis, 
Los niveles de expresión de P-galactosidasa en estas Iíneas se determinaron con un 
ensayo de detección de actividad, según se describe en Materiales y Métodos, en larvas de 
tercer estadio y en secciones de adultos recién emergidos. En paralelo y como control se 
analizaron larvas y adultos de la línea PM1.7 (Arredondo et al., 2001a). En estas líneas, la 
expresión del transgén está dirigida por el fragmento de 1.7 kb sin mutación. Todas las 
líneas se incubaron en solución de tinción el mismo tiempo (16 horas). Los resultados se 
muestran en la figura 7B y en la tabla 1. 
En larvas de tercer estadio de las líneas que contenían las distintas mutaciones en las 
cajas E, el análisis de la actividad P-galactosidasa no reveló ninguna diferencia con 
respecto a las heas  control PM1.7. Se detectó expresión con un nivel similar en toda la 
musculatura larvaria y en todas las líneas analizadas (Figura 7B). La mutación en el sitio 
MEF2, sin embargo, producía una brusca disminución de la expresión de la expresión de 
LacZ en estos músculos (Arredondo et al., 2001a). Este resultado indica que, a diferencia 
del sitio MEF2, ninguna de las cajas E parece desempeilar una función importante en el 
estadio larvario. 
En adultos, el estudio de la actividad P-galactosidasa en los músculos indirectos de 
vuelo (IFM), los músculos de salto (depresor tergal del trocánter (TDT)) y los músculos 
hipodémicos indicó una situación diferente (Figura 7B). En los adultos de las lineas E2M 
la expresión observada es muy similar a la detectada en los controles PM1.7, expresándose 
el transgén en todos los músculos excepto los IFM. Una de las tres lineas obtenidas con esta 
construcción presenta una expresión más fuerte en todos los músculos, posiblemente por un 
efecto debido a la posición de la inserción, por lo que sus resultados se han descartado en el 
cálculo de los niveles medios de expresión (Tabla 1). Sin embargo, los músculos de adultos 
de las líneas IBEM y 3EM muestran una actividad f3-galactosidasa similar a las lineas 
control PM1.7 salvo en los músculos IFM. En las líneas PM1.7 no hay expresión en los 
IFM y, en cambio, en las líneas lBEM y 3EM sí que aparece actividad f3-galactosidasa en 
estos músculos (Figura 7B). En las líneas con el sitio MEF2 mutado también se detecta 
expresión en los IFM (Arredondo et al., 2001a). Este resultado indica que las cajas E no 
son esenciales para la expresión en los músculos de adultos pero sí, al menos El y E3, son 
necesarias para la correcta transcripción de la PM en la etapa adulta, ya que su alteración 
hace que aparezca expresión en FM. Es posible que se necesite la mutación de al menos 
dos cajas E para que se 0bSetve una desregulación de la expresión del transgén. También 
podria ocun% que las cajas El y E3 estuvieran reprimiendo la expresión en los IFM. 
Curiosamente estas dos cajas son exactamente iguales, CAGGTG. Se ha descrito que a 
estos motivos se unen los represores Snail y ZB-1, involucrados en la especificación del 
mesodermo y la diferenciación del músculo somático respectivamente (Ip et al., 1992; 
Postigo et a l ,  1999). Estas dos cajas E (El y E3), a diferencia de la caja E2, están 
conservadas, no sólo en D. virilis, sino también en D. pseudoobscum. 
Figura 7. Función de las cajas E localizndas en la región MEF-E. AnIIiis de las Ilnns transgCnicu 
EZM, li3EM 3EM. A. Esquema de la conshucción PM1.7 sobre la que se introdujeron las mutaciones en 
las cajas E y donde se destaca la posición de la región MEF-E. B. Detección de actividad P-galactosidasa 
por tinción con X-gal de tóraces y abdómenes de adultos y de l w a s  de tercer estadio pertenecientes a las 
llneas con mutaciones en las cajas E. Las muestras se incubaron en solución de tinción durante 16 hom. 
Sobre los nombres de cada Ihea transgénica se muestra un esquema de las mutaciones introducidas en 
eUa. La tinción observada en todas las llneas en los músculos hipodmbiermicos de las l w a s  y abdominales es 
similar a la obtenida en el control PMI .7. Las líneas E2M tampoco muestran diferencias de expresión en 
los músculos todcicos. Sin embargo, en las Iheas 113EM Y 3EM se observa tinción tambimbien en los IFM. 
* TDTs, + IFM, b músculos hipoddnnicos abdominales. 
Expresión de f3-galactosidasa 
PMI.' 
- . - 
Mirrilm 
N' L l n m  Mércila 
n>T IM de iu  Móicola Mércala 
indh.d8a Limrioa p-1 mMoii..*. viirrnk. 
DFM 
3 u  + - + + u *  
3* u  + - u  u  ++ 
1 ++ + + u u + +  
Tabla 1. CompanciOn de los niveles de expresión de $-galactoaidasa entre las diferentes lloew con 
mutaciones en Ins cajas E. Se tomaron como referencia los niveles observados en las líneas PM1.7 que 
expresan el transgkn bajo el control del fnigmento de 1.7 kb de región reguladora sin mutación. Todas las 
muestras se incubaron en solución de tinci6n durante 16 horas. La expresión en todos los músculos, excepto 
en IFM es similar en las líneas con y sin mutación. En las líneas 113EM y 3EM hay una desregulación de la 
expresión en IFM, ya que aparece tinción en estos mú.sculos. 
* 1 de las 3 líneas muesha una expresión muy fuerte del transgen. 
1.1.2 Anáiisis in vivo de la hinciooalidad de la región MEF-E. 
En los estudios de deleción realizados con anterioridad en el laboratorio se había 
demostrado que la región localizada aproximadamente entre -1700 y -1400pb que 
denominamos región MEF-E, era importante para el control de la expresión de la PM 
(Arredondo et al., 2001a). Con el fin de completar su caracteNaciÓn y averiguar si esta 
región funciona como un activador (enhanwr) especifico de músculo, se geneniron tres 
tipos de Iíneas transgénicas que expresan el gen bacteriano P-galactosidasa bajo el control 
de la región MEF-E en tres situaciones diferentes (Figura 8A). En las líneas denominadas 
(-1.71-1.4)PM se insertó exclusivamente la región MEF-E de 321pb; en las (-1.71-1.15)PM, 
la región MEF-E conteniendo además, las 231pb siguientes en dirección 3' y en las 
denominadas (-1.71-0.76)PM la región MEF-E junto con las siguientes 630 pb en dirección 
3'. La nomenclatura de las Iíneas corresponde a las posiciones aproximadas de los 
nucleótidos iniciales y fínales de cada fragmento con respecto al inicio de la transcripción 
de la PM. Como promotor basa1 se utilizó un promotor heterólogo, el de hsp70. El vector 
utilizado para la clonación de los fragmentos y posterior generación de estas líneas 
transgénicas se denomina pH-Pelican (Barolo et al., 2000) e incorpora secuencias 
aisladoras (inszrlators) que evitan los efectos sobre la expresión del transgén debidos al sitio 
de inserción. Se obtuvieron cinco líneas con la construcción (-1.71-1.4)PM. cuatro líneas 
con(-1.71-1.1 5)PM y cinco con la construcción (-1.71-0.76)PM Una vez estabilizadas en 
homocigosis, se analizó la actividad P-galactosidasa en larvas y secciones de adultos de 
todas las lineas. Los niveles de expresión de P-galactosidasa en las líneas obtenidas con una 
misma construcción fueron muy similares entre ellas (Figura 8B y Tabla 2). 
En las lineas (-1.71-1.4)PM, el fragmento de 321 pb que comprende la región MEF- 
E dirige la expresión del transgén. La actividad P-galactosidasa en larvas de tercer estadio 
de estas líneas muestra una expresión alta del transgén en los músculos hipodémicos pero 
bastante irregular (Figura 7B). Se observan algunos músculos con una expresión muy fuerte 
(Figura 8B,*), otros con expresión muy débil y otros que muestran una expresión 
intermedia En adultos, en los músculos hipodérmicos del abdomen, la expresión es 
también bastante fuerte. En el tórax, en cambio. se aprecia expresión en TDT (asterisco), 
aunque bastante débil, y en los músculos de la patas (Dato no mostrado). En los iFM no 
hay expresión (flecha). El patrón de expresión del iransgén en los adultos de estas Iíneas es 
similar al observado en las l íeas PM1.7 en las que la expresión de LacZ está dirigida por 
1.7 kb de la región 5' flanqueante del gen PMJmPM, aunque sus niveles de expresión son 
más altos (Arredondo el al., 2001a). Hay que destacar que los niveles de expresión del 
transgén en los músculos torácicos observados en las líneas (-1.71-1.4)PM y en las lineas 
PM1.7 son considerablemente más bajos que en Las líneas PM4 (Arredondo et al., 2001a) 
que llevan 4 kb de la región 5' respecto al inicio de la transcripción de la PM y en la que los 
niveles se aproximan más a los de expresión de la PM (Becker et al., 1992; Maroto et al., 
1996). Estos resultados parecen indicar que la región MEF-E por si sola es capaz de activar 
la expresión en todos los músculos del adulto, con la excepción de los IFM. Sin embargo, 
estos resultados tambien indican que para obtener una expresión correcta en la etapa 
larvaria se requiere la presencia de elementos reguladores adicionales. 
Las Iíneas (-1.71-1.15)PM llevan además de la región MEF-E las siguientes 231 pb 
en dirección 3'. La expresión del transgén en estas lineas durante la etapa larvaria es más 
baja y más homogénea que en las Iíeas (-1.71-1.4)PM (Figura 8B). Es más parecida a la 
observada en las lineas PM1.7. Este resultado parece indicar que en este fragmento hay 
elementos necesarios para la correcta expresión en la musculatura larvaria. En adultos no se 
observa expresión en los músculos torácicos aunque aparece una expresión, probablemente 
inespecífica, en los espacios intermusculares. En abdomen, se expresa también en los 
músculos hipodemicos pero con una intensidad menor que la observada en las Imeas (- 
1.71-1.4)PM. 
Las lineas (-1.71-0.76)PM expresan el transgén bajo el control de un fragmento de 
950 pb que incluye además de la región MEF-E las siguientes 630pb. En este fragmento se 
localizan además, un sitio de unión para el M r  de transcripción PDPl y otros dos para 
CF2 que no están conservados en D. Mrilis. Estos sitios son capaces de unir la proteína 
transcrita y traducida in vino (Arredondo, 1999). PDPl y CF2 son dos factores que 
muestran una dismbución ubicua pero que tienen un papel importante en la diferenciación 
muscular (Bagni et al., 2002; Lin et al., 199%. Reddy eral., 2000). En las larvas de estas 
líneas no se detecta actividad P-galactosidasa ('Figura 8B), sugiriendo que en las 400pb 
añadidas en esta construcción hay elementos que reprimen la expresión en este estadio. 
ca P. a MEF-E q 
i q  hsp70 e1 U 1 (-1.71-1.4) PM 
'2 
- 
rl (-1.71-1.15) PM 
m 
r n 7 
r, 
bsp70 1 W 1 (-1.71-0.76) PM 
Tórax 
Abdomen 
Larva 
Figura 8. Anhlisis in vivo de la región MEF-E. A. Esquema de las constnicciones microinyectadas para la 
generación de las líneas transg6nicas donde se indica los nucleótidos de inicio y fin de los fmgmentos de la 
región reguladora clonada. B. Comparación de la tinción con X-gal en secciones de tbmces y abdómenes y 
en larvas de 3 9  estadio disecadas de los tres tipos de líneas generadas. Las muestias se incubaron en solución 
de tinción durante 16 horas. Las Hneas con únicamente la región MEF-E, (-1.71-1.4)PM. reproducen en 
adultos el mismo pakón de expresión observado en las líneas PM1.7 y PM4. TDTs, + IFM, b músculos 
hipodemicos abdominales.* Músculos hipodérmicos larvarios con tinción muy fuerte. 
En adultos se sigue observando tinción en los músculos hipodémicos del abdomen 
pero con unos niveles menores que en las otras dos líneas. En el tómx se 0 b S e ~ a  tan sólo 
una ligera tinción en los músculos de las patas y en los músculos directos de vuelo (DFM), 
no detectándose en TDT (Figura 8B). 
La diminución de la expresión del transgén, observada en las líneas (-1.71-1.1 5)PM 
y (-1.71-0.76)PM probablemente se deba a la presencia, en el fragmento de 630 pb que 
sigue a la región MEF-E en dirección 3', de elementos reguladores que modulan la 
actividad de esta región. Esto es consistente con la baja actividad P-galactosidasa detectada 
en las líneas PM1.4 que carecen de la región MEF-E (Arredondo et aL, 2001a). También es 
posible que la disminución de la expresión de la P-galactosidasa en las líneas(-1.71- 
1.15)PM y (-1.71-0.76)PM se deba al alejamiento de la región MEF-E del promotor basal. 
Las diferencias observadas en los niveles expresión del transgén en los músculos 
toiácicos de las líneas (-1.71-1.4)PM, PM1.7 y PM4 nos h W  preguntamos si entre los 
nucleótidos -1708 y -4000 se localizaban elementos en cis necesarios para alcanzar unos 
niveles de expresión adecuados. Para responder a esta pregunta decidimos hacer primen, 
una comparación de esta secuencia con las homólogas en otras especies de Dmophila 
Ifootprinting~logenético). La comparación de las secuencias reguladoras de los genes entre 
distintas especies es una henamienta muy útil para identificar motivos o regiones que 
desempeiían funciones importantes en el control de la expresión de los mismos. Los 
trabajos realizados hasta ahora en el estudio de la regulación del gen PWmPM estaban 
basados en el análisis de secuencias conservadas con Drosophila virilis. La comparación 
realizada con esta especie se limitó al fragmento de 1.7 kb de región S' flanqueante 
analizado porque era el correspondiente al fragmento de DNA de D. virilis clonado y 
secuenciado en el laboratorio (Arredondo et a l ,  2001a; Maroto et al., 1995). La reciente 
secuenciación del genoma de Dmophila pseudoobscum nos permitió utilizar esta especie 
para comparar el fragmento localizado entre los nucleótidos -4000 y -1700. D. 
melanogaster y D. pseudoobscum se separaron en la evolución hace 30 millones de años. 
Esta comparación reveló la existencia de una región localida entre los nucle6tidos -2295 
y -1 708 de D. melanogasfer con varios fragmentos que presentan entre un 90 y un 100°? de 
conservación con D. pseudoobscura. 
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En dos de estos fragmentos cabe destacar la presencia de dos posibles sitios de unión 
para MEFZ (Figura 9). La secuencias consenso y flanqueantes de estos dos sitios MEFZ 
estan completamente conservadas. En la región situada entre los nucleótidos -2295 y 4000 
no se apreciaron homologias. 
Para ver si la región conservada desempeííaba algún papel en la regulación de la 
transcripción de la PM, se hizo una nueva construcción en la que se puso el transgén bajo el 
control del fnigmento que comprende esta región y la región MEF-E y generamos una 
nueva linea transgenica que denominamos (-2.31-1.4)PM (Figura 10A). La actividad P- 
galactosidasa en esta línea se estudió como en las otras ocasiones en larvas del tercer 
estadio y secciones de adultos. Tras revelar durante 30 minutos, se visual& la expresión en 
los músculos hipodémicos de larvas y adultos, así como, en los músculos especializados de 
vuelo y salto del adulto (IFM y TDT). La incubación a tiempos más prolongados en 
solución de tinción de estas líneas sobresaturaba el sistema e impedía su visualización. La 
expresión de esta linea se comparó con la de las líneas PM4 y la que portaba sólo la región 
MEF-E ((-1.71-1.4)PM). Los resultados se presentan en la figura 10B y en la tabla 2. 
En esta línea se observa expresión de P-galactosidasa en los músculos hipodemicos 
larvarios, adultos y en TDT, es decir, en los mismos mUsculos en los que se expresaba en 
las líneas que llevaban tan sólo la región MEF-E (-1.71-1.4)PM), tanto en la etapa larvaria 
como en la adulta, pero los niveles de expresión son considerablemente más elevados. Este 
resultado confinna la existencia de elementos reguladores en posici6n 5' de la región MEF- 
E que son necesarios para alcanzar unos niveles de expresión apropiados. Los niveles de 
expresión observados en esta línea son superiores a los obtenidos en las lineas PM4 (Figura 
lOB), probablemente debido a la ausencia de las 1.4kb de región reguladora en dirección 
3'. 
Tórax 
Abdomen 
Larva 
Figun 10. La inelusi6n de las siguientes MH) pb en direrei6n 5' de la región MEF-E provnci un g n n  
aumento en los niveles de expresión de ia $-gaiactosidisa. A Esquema de las consbucciones PM4. (-2.31- 
1.4)PM y (-1.71-1.4)PM. En el esquema de PM4 se muestra la localizaci6n del üagmento (-2.31-1.4) que 
contiene ademiis de la región MEF-E otros dos posibles sitios de unión para MEF2 C O ~ S ~ N ~ ~ O S  en D.
pseudoobscura. B Comparación de los niveles de expresih de la P-galactosidasa en secciones de tóraces y 
abdómenes de adultos y en larvas de 3" estadio disecadas, pertenecientes a las líneas PM4, (-2.31-1.4)PM y (- 
1.71-1.4)PM. Las muestras de las líneas PM4 y (-1.71-1.4)PM se tülemn durante 16 horas. Las muestras de la 
llnea (-2.31-1.4)PM se tülemn durante 30 minutos debido a la fortlsima actividad P-galactosidasa que 
presentaban. * TDTs, + IFM, b músculos hipodemicos abdominales. 
p x q  
1 Caia E 1 CF2 
Expresión de B-galactosidasa 
Tabla 2. Comparación de los niveles de expresión de p-galactosidasa entre las diferentes lineas 
generadas para el anhlisis de la función de la región MEF-E. A. Esquema de los distintos 6agmentos de 
región reguladora analizada en cada tipo de linea transgbnica. B. Comparación de los niveles de expresión 
de P-galactosidasa entre las diferentes lineas. Todas las muestras, excepto las de (-2.31-1.4) PM se incubaron 
en solución de tinción durante 16h. Las muestras de (-2.31-1.4) PM se tiñeron durante 30 minutos debido a la 
fortlsima actividad de la región reguladora analizada en esta línea. Como referencia se tomaron los niveles 
observados en la linea PM4 ya que en esta linea, el fragmento que dirige la expresión del aansgkn contiene 
todos los elementos reguladores de la transcripción de la PM (con la excepción de los que regulan la 
expresión en IFM). Las lineas (-1.71-1.4)PM muestran un patrón de tinción similar que el de PM4 pero los 
niveles detectados son más bajos. Las lineas (-2.31-1.4) PM muestran tambien un patrón de expresión 
idbntico sin embargo, los niveles son mucho más altos. La incorporación de secuencias localizadas en 
posición 3' de la región MEF-E [Iineas (-1.71-1.1 5)PM y (-1.71-0.75)PMI hace que disminuyan los niveles en 
todos los músculos. Los niveles de expresión más altos están representados por ++++. El simbolo - 
representa ausencia de tinción. 
1 2  Remilación de la transcrioción de la Mmioaramiosma 
Ls Miniparamiosina (mPM), otro componente del filamento grueso de 
invertebrados, también esta codificada por el gen P W M .  Esta proteína se expresa casi 
exclusivamente en la musculatura adulta, aunque también hay expresión en larvas de tercer 
estadio que desaparece inmediatamente al inicio de la pupación (Maroto et al., 1996). La 
expresión de la mPM esta regulada por un promotor localizado en el intrón 7 del gen, en 
posición 5' del inicio de la transcripción de su mRNA En este intrón se han localizado, a 
parte del promotor basal, tres elementos o módulos altamente conservados también en D. 
virilis. Estos módulos se localizan en las posiciones -1342, -1 127 y -477 y se denominaron 
AB (127pb), BF (34 pb) y TX (263 pb) respectivamente (Arredondo et al., 2001a). Los 
primeros trabajos realizados en el laboratorio para identificar la función de estos módulos 
en la regulación de la expresión de la mPM parecian sugerir que estos módulos activaban la 
expresión en distintas partes del cuerpo de h o p h i l a .  Así, el módulo AB parecía ser 
esencial para la expresión en los músculos hipodénnicos abdominales y los módulos BF y 
TX para la expresión torácica (Arredondo et al., 2001a). 
12.1 Análisis in vivo de la funci6o de los móduios conservados AB, BF y TX. 
Para analizar si los módulos conservados AB, BF y TX son activadores de la 
transcripción en músculos específicos, seguimos la misma estrategia utilizada en el estudio 
de la región MEF-E presente en el promotor que controla la expresión de la PM. El estudio 
se llevo a cabo por tnuisgénesis. Para ello, se generaron líneas que expresan la p- 
galactosidasa bajo el control de cada uno de estos módulos por separado y por varias 
combinaciones de los mismos. Las líneas se denominaron en función del elemento o 
elementos que dirigen la expresión del transgh: AB, BF, TX, AB-BF. AB-TX y BF-TX. 
Una vez obtenidar las l'íeas en homocigosis se realmí un estudio comparativo de 
expresión de la P-galactosidasa en los músculos hipodhnicos larvarios (3" estadio) y de. 
adultos asi como, en los músculos especializados del adulto (IFM y TDT). Los resultados 
obtenidos en una de las líneas representativas de cada construcción se muestran en las 
figuras 11, 12 y 13 y tabla 3. Como control se utilizó la línea mP1.7 (cedida amablemente 
por el Dr. S. Bernstein) que contiene todo el intrón 7 del gen PMImPM unido al pmmotor 
heterólogo hsp70 dirigiendo la expresión del gen testigo (Arredondo er al., 2001a). El 
intrón tiene los tres módulos, AB, BF y TX y el promotor basal que dirige la expresión de 
la mF'M El patrón de expresión del transgén en la línea mF'1.7 se asemeja al de la mPM 
que se expresa fuertemente en los músculos de salto (TDT) y débilmente en los músculos 
de vuelo (iFM) (Maroto ei aL, 19%). En esta linea se aprecia también actividad P- 
galactosidasa en los músculos abdominales y en los músculos de la cabeza de la larva de 
tercer estadio (Figura 11). 
En los adultos de las líneas AB se observa una fortisima expresión del transgén en 
los músculos fibrilares indirectos de vuelo @M) (Figuras 11 y 12). Sin embargo, no se 
observa tinción en la musculatura tubular que incluye los músculos de salto (TDT), 
músculos directos de vuelo (DFM), músculos de las patas y los músculos abdominales. En 
el abdomen se observa una tinción inespecifica en los aenocitos (Figura 12). Los aenocitos 
son células de origen ectodérmiw con función secretora La inmunotinción w n  el 
anticuerpo de la mPM no revela la presencia de la proteína en esas células (datos no 
presentados). En las larvas, no se detecta actividad P-galactosidasa en los músculos 
hipodémicos, aunque también se observa tinción inespecifica de los aenocitos (Figura 1 1). 
En las lineas BF, sorprendentemente, no se detectó expresión del transgén en ningún 
tipo de músculo y en ninguna etapa del desarrollo (Figura 11). 
Los adultos de las líneas TX muestran una actividad P-galactosidasa muy fuerte en 
los TDT, DFM, músculos de las patas y en la musculatura visceral. También, se puede 
observar una expresión muy dbbil en los IFM. En los músculos hipodémicos abdominales, 
la expresión del transgén es baja (Figuras 11 y 12). El patrón de expresión de las líneas TX 
y el de las líneas AB en los músculos especializados de adultos es prácticamente 
complementario. En las larvas de las líneas TX se observa una fuerte expresión en la 
musculatura de la cabeza de la larva. En algunas larvas se tiaen más músculos, 
observándose una especie de gradiente de tinción que comienza muy fuerte en la parte 
anterior y va perdiendo intensidad a medida que nos acercamos a la parte posterior, donde 
se aprecian sólo algunos músculos teñidos débilmente. Aunque mucho más intenso, este 
patrón de expresión larvario es equivalente al de la línea c m 0 1  mP1.7 (Figura 1 1). 
Figura 11. Papel de los módulos conservados AB, BF, TX en la regulaci6n de la expresión de la 
Miniparamiosina. Detección de la actividad P-galactosidasa por tinción con X-gal en secciones de adultos 
(tórax y abdomen) y larvas de 3" estadio disecadas, de las líneas AB, BF ,TX y la linea mP1.7. Todas las 
muestras se tüleron durante 1 hora. A la izquierda se muestra un esquema de los elementos reguladores que 
dirigen la expresión del transgbn en cada tipo de Iinea. En las líneas AB se tiAen intensamente los IFM (+). 
La tinción observada en las larvas de estas lineas es inespecifica. En las líneas BF no se observa expresión en 
ningún músculo. La falta de actividad en estas lineas se comprobó mediante tincibn a tiempos más largos. En 
las líneas TX se detecta una tinción muy fuerte en los TDTs (*), en los músculos de las patas (e) de los 
adultos y en los músculos de la cabeza de las larvas. Los músculos abdominales(,) y los IFM tambikn se 
tiiíen en las líneas TX aunque de forma muy dkbil. 
Cuando la expresión del transgén está regulada por la combinación AB-TX, 
observamos expresión en todos los músculos del adulto (Figura 12). La presencia de los dos 
módulos, AB y TX, da como resultado un patrón y unos niveles de expresión similares a la 
suma de los observados con los dos módulos por separado, excepto en los músculos 
hipodérmiws abdominales donde la tinción es más fuerte y definida. En larvas la tinción es 
similar a la observada en las líneas TX. No obstante, los niveles de expresión obtenidos con 
estos dos módulos no reflejan los niveles de expresión de la mPM, que son más bajos. En 
resumen, la presencia de ambos módulos es responsable del patrón de expresión de la mPM 
pero no parece existir ningún efecto modulador de uno sobre el otro. 
Un posible candidato para ejercer un efecto modulador de los niveles de expresión 
era el elemento conservado BF. Por ello, se generaron dos tipos diferentes de líneas 
transgénicas. Unas que expresan el gen testigo bajo el wntrol de los módulos AB-BF y 
otras bajo el wntrol de BF-TX (Figura 13). La posición de relativa de los módulos se 
mantuvo siempre igual a la del gen endógeno. El patrón de expresión de la P-galactosidasa 
en los adultos de las líneas AB-BF es similar al observado en las líneas AB, es decir, el 
transgén se expresa casi exclusivamente en íFM pero los niveles son mucho más bajos. 
Estos niveles son similares a los observados en la línea control mP1.7 y a los de la mPM en 
estos músculos. Estos resultados indican que BF modula la expresión en los F M .  
Las líneas BF-TX, al igual que las líneas TX, muestran actividad P-galactosidasa en 
los TDT, músculos de las patas, DFM, músculos hipodérmiws abdominales y los músculos 
de la cabeza de las larvas de 3" estadio (Figura 13). La diferencia fundamental entre estas 
Iíneas y las líneas TX son los niveles de expresión del tnuisgén en los músculos 
especializados del adulto. Así, se observa una desaparición total de la expresión en íFM y 
una bajada de la expresión en TDT. En los músculos anteriores de la larva no se aprecian 
diferencias. Sin embargo, el efecto modulador de BF sobre TX no es tan claro como el 
efecto sobre AB. 
Por tanto, podemos decir que la transcripción de la mPM esta regulada por al menos 
dos activadores, AB y TX, que consiguen que la proteína se exprese en los músculos donde 
se necesita, y un modulador de la transcripción que restringe los niveles de expresión 
alcanzados por AB y TX en los músculos especializados del adulto. 
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Figura 12. La presencia de los elementos AB y TX es necesaria para la expresión en todos los másculos 
del adulto. Ticibn con X-gal de secciones de tbrax y abdomen de adultos y de larvas de 3 s  estadio 
disecadas, de las líneas AB, TX, y AB-TX. Todas las muestras se tiRemn durante 1 hora. A la izquierda se 
muestra un esquema de los elementos reguladores que dirigen la expresibn de P-galactosidasa en cada tipo de 
línea. La ltnea AB-TX muestra una tincibn con X-gal en los músculos todcicos y en los larvarios que es la 
suma de la tinción observada en las líneas AB y TX. La tincibn observada en el abdomen y la larva de las 
líneas AB (aenocitos), asi como la de las células pencárdicas (cp) en las líneas TX y AB-TX es inespectfica. 
En los músculos hipodémicos abdominales la tincibn observada en las llneas AB-TX es mucho más fume y 
regular que la obtenida con el módulo TX. TDTs, + IFM. 
Figura 13. BF modula negativamente los nivela de expresión originados por los elementos AB y TX en 
los mósrulos de adultos. Tición con X-gal de secciones de tórax y abdomen de adultos y de larvas de 3e  
estadio disecadas. de las líneas BF, AB-BF, BF-TX, y mP1.7. Las muestras se incubaron en solución de 
tinción durante 1 hora. La combinación de AB-BF hace que se exprese el transgdn únicamente en los IFM, 
igual que el módulo AB solo, pero los niveles son m& bajos pareciendose más a los niveles detectados en 
mP1.7. En el abdomen de estas lineas se observa tinción inespecífica en la cutlcula. En las lfneas BF-TX se 
observa una pequefla disminución en los niveles de expresión en TDTs con respecto a las TX, aunque la 
diferencia es menos apreciable que en el caso anterior. TDTs, + IFM, b mlisculos hipoddrmicos 
abdominales. 
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Tabla 3. Comparación de los niveles de expresión de p-galactosidasa entre las diferentes llneas 
generadas para el estudio de  la función de los módulos AB. BF y TX. A. Esquema de los elementos 
analizados en cada tipo de línea. B. Comparación de los niveles de expresión del transgkn enire las 
diferentes líneas para un mismo tiempo de tinción. Se tomó como referencia los niveles observados en la 
línea mP 1.7 que contiene el intrón 7 del gen PM/mPM donde se localizan los tres m6dulos. 
Los niveles de expresión en los músculos larvaios son los observados en los músculos de la cabeza. 
12.2 Búsqueda de factores que interaccionan con la región conservada BF. 
La búsqueda de posibles sitios de unión para factores de transcripción miogénicos 
conocidos en los módulos AB, BF y TX, con distintos programas bioinformáticos (ver 
Materiales y Métodos) indicó que, con la excepción de una caja E no conservada en D. 
virilis en el módulo BF, no existían sitios consenso de unión para estos factores 
(Arredondo, 1999, Tesis doctoral). La mayoría de los factores de transcripción miogénicos 
descritos hasta el momento participan tanto en la formacion del músculo larvario como en 
la del adulto. Este hecho nos hizo pensar que probablemente existieran otros factores no 
descritos, implicados en la regulación de la expresión de proteínas musculares específicas 
de adulto, como la Miniparamiosina. Todo esto nos llevó a plauteamos la búsqueda de 
factores que se unieran a estas secuencias por el método de Un Hibrido en levadura. 
El estudio se comenzó con el módulo BF por dos razones que lo convertían en un 
interesante y manejable objeto de estudio: primero, la importante función moduladora de la 
transcripción de la mPM que parecía desempefiar y segundo, el pequeiío tamaño del 
elemento (34pb). 
Para llevar a cabo este estudio, quisimos ver en primer lugar, si esta región era capaz 
de unir factores de transcripción in vitro. Para ello realizamos ensayos de retardo en gel con 
un oligonucldtido con la secuencia de BF y extractos nucleares de embriones o de adultos 
de Dmsophilo. En estos ensayos se observaba siempre la formación de seis complejos de 
distinto peso molecular (Figura 14). En un intento de determinar qué secuencias de BF eran 
las responsables de la interaccion se realizaron ensayos de retardo con una batería de 
oligonuclmtidos en los que se introdujeron mutaciones seriadas de 6 en 6 nucleótidos 
analizando así todo el elemento. Tratábamos de averiguar de esta forma si al incluir estas 
mutaciones alguno o algunos de los complejos dejaba de unirse. Los resultados no fueron ni 
claros ni concluyentes (Datos no mostrados). 
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Figura 14. El elemento BF une varios complejos in v h .  Se analizó la capacidad de un oligonucleótido 
que contiene la secuencia BF, de unir pmtelna rn virro mediante ensayos de retardo en gel. El 
experimento se realizó con extractos nucleares de embriones (con extractos de adultos se obtuvo el mismo 
resultado). En todos los casos se observa la formación de 6 complejos de distinto peso molecular (can4 
1). Esta unión es competida por un exceso del mismo oligonucleótido f i o  (carril 2) y no lo es por un 
exceso de un oligonucleótido inespecifico (Ci, carril 3). 
Para realiuir la búsqueda e identificación de factores por el método de Un Hibrido 
en levadura utilizamos como cebo 5 copias de BF unidas en tándem dirigiendo la expresión 
del gen de levadura HIS3 y una genoteca de cDNA de adultos de D.melanogaster 
fusionados al dominio de activación de GALA (Ver Materiales y Metodos). Como controles 
se utilizaron dos clones de levadura diferentes que portaban cinco copias de BF mutado. 
Uno de estos clones llevaba mutado los dos extremos del elemento BF (BFExtMut) y la 
otra las 24 pb centrales (BF4mt/6) (Figura 15A). La utilización de estos dos controles nos 
podría indicar también si el hipotético factor o factores que interaccionen con el elemento 
BF se unen a los extremos, a la porción central, o donde solapan las dos mutaciones. 
Se rastrearon aproximadamente 8x10~ clones de los que unos 273 permitieron el 
crecimiento en medio selectivo de la levadura transformada con el cebo. Estos clones se 
analizaron por digestión con enzima5 de restricción (ver Materiales y Métodos). Los 
cDNAs de tamaiios más repetidos fueron secuenciados. El análisis de las secuencias 
mediante BLAST contra el genoma de Dmsophila melanogaster reveló que el 60% de los 
cDNAs aislados correspondían a diferentes isoformas del factor de transcripción PDPI. Los 
clones correspondientes a PDPl no permitían el crecimiento de ninguna de las dos cepas de 
levadura control, mientras que el resto de los clones permitía crecer a las dos. Este 
resultado indicaba que los clones que contenían el cDNA de PDPl eran verdaderos 
positivos y que además, el sitio de interacción de este factor está localizado en una de las 
regiones de BF donde solapan las dos mutaciones utilizadas como control. Al revisar la 
secuencia de BE observamos en el extremo S', la secuencia AAAAlTG que en la cadena 
complementaria es TilTAAC. Esta secuencia es parecida a la secuencia consenso descrita 
para la unión de PDPI: A m G T m  (Lin et al., 199%). La parte más 5' de esta 
secuencia está mutada en BFExtMut y la 3' lo está en BF4mtf6 lo que explica que no 
crecieran ninguna de las levadmas control al ser transformadas con el cDNA de PDPl 
(Figura 1 5A). 
El factor de transcripción PDPl es el único miembro descrito en Drosophila de la 
subh i l i a  PAR de factores con cremalleras de leucina El gen Pdpl es bastante complejo. 
Tiene 4 sitios de inicio de la transcripción y codifica al menos 6 isoformas que tienen una 
expresión diferencial en distintos tejidos del embrión de Drosophila (Reddy et al., 2000) 
donde van a participar en su diferenciación. Las isoformas a, P y 6 se expresan en los 
precursores de los músculos somáticos, en los músculos somátiws, en los músculos 
faríngeos y en el intestino medio. Trabajos realizados en el estudio de la regulación de la 
transcripción del gen Tm 2 demostraron que PDPl es esenclal para la expresión de este gen 
(Lin et al, 1997b). Se han identificado sitios de unión para PDPl en las regiones 
reguladoras de la expresión de otras proteínas musculares como por ejemplo la TnT, o la 
Paramiosina (Arredondo et al., 2001a; Mas et aL, 2004) lo que indica que este factor juega 
un papel importante en la diferenciación terminal del músculo. 
El análisis de los clones de PDPl obtenidos, reveló que la mayoría de los cDNAs 
aislados en el rastreo correspondían a las is~formas a, P y 6. Otra parte de los cDNAs 
contenían únicamente la porción común a todas las isoformas que corresponde a los últimos 
4 exones del gen y por tanto no podíamos identificar de que isoforma se trataba. 
La unión de PDPl al elemento BF se confirmó por ensayos de retardo en gel con la 
proteína tnuiscrita y traducida in vibo (Figura 15B carril 2). En los ensayos de competición 
con el oligonucleótido BF'ExtMut se observa que la mutación introducida en este 
oligonucleótido disminuye fuexkmente la capacidad de unir PDPl (Figura 15B, c h l e s  5 y 
6). Al añadir un anticuev anti-PDPl se observa una banda de sobremetardo (camles 7,8 y 
9). 
133 PDPl activa la expresi6n de LPcZ en los músculos de la cabeza en las larvas de 
las h e a s  BF-TX. 
Para analizar si PDPl interviene en la regulación de la transcripción de la mPM, 
decidimos observar la expresión del hansgh LacZ dirigida por los módulos BF-TX en un 
fondo mutante para PDPl. No elegimos las líneas BF ya que no muestran expresión del 
transgen en ningún tejido. Para ello, cruzamos las líneas, BF-TX con la línea mutante 
w ; ~ d ~ l ~ ~ / T M 6 ~ , ~ b . ~ b .  Esta línea tiene una deleción del locus Pdpl. Los individuos 
homocigotos para la mutación muestran un retraso importante en el desarrollo w n  respecto 
a los hetemigotos. Los homocigotos alcanzan el tercer estadio larvario a los 14-21 días 
después de su puesta, cuando los heterocigotos ya son adultos. Este rehaso es debido a que 
una de las isoformas de PDPl, PDPlc, tiene un papel fundamental en el funcionamiento del 
reloj circadiano de Drosophila (Cyran et al., 2003). Algunos homocigotos llegan a pupar 
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aunque una proporción muy pequeña eclosiona y los adultos mueren en un día. Esto hace 
prácticamente imposible el análisis de la expresión del m s g e n  en individuos adultos. Por 
este motivo tampoco hemos analizado el efecto en las líneas AB-BF ya que sólo expresan 
LncZ en el estadio adulto. 
El análisis de la expresión de P-galactosidasa en las larvas de tercer estadio con la 
construcción BF-TX y homocigóticas para la mutación en Pdpl, muestra una drbtica 
disminución de la expresión en los músculos de la cabeza, llegando a desaparecer por 
completo en algunos músculos (Figura 16). Como control se utilizaron larvas 
heterocigóticas que muestran una expresión similar a la observada en las líneas BF-TX sin 
mutación. El experimento se realid con dos líneas diferentes de BF-TX obteniéndose el 
mismo resultado. Este resultado indica que PDPl juega un papel fundamental en la 
activación de la expresión de la mPM en los músculos larvanos de la cabeza. 
El hecho de que las líneas TX muestren una expresion en larvas similar a la 
observada en las líneas BF-TX, es decir, que no se observe un aumento de la expresion 
larvaria al ailadir el módulo BF que contiene un sitio de unión para PDPI, nos hizo pensar 
que el efecto observado en los mutantes podría no ser exclusivamente por la hlta de 
interacción de este factor con el módulo BF. Entonces decidimos buscar si existían otros 
posibles sitios de unión para PDPl en el fragmento clonado en las líneas BF-TX. 
Encontramos un sitio de unión localizado en posición 5' del inicio del módulo TX que está 
incluido también en las líneas TX. La secuencia de este sitio es igual a la encontrada en el 
módulo BF. Podría ser que este sitio estuviera desern-do un papel fundamental en la 
activación de la expresión en los músculos de la cabeza de las larvas a pesar de que este 
sitio no está conservado en otras especies de Drosophih. Otra posible explicación podría 
ser que al no interaccionar PDPl con la secuencia presente en el módulo BF se permitiera 
el acceso a este elemento de complejos represores que inhibieran la expresión del transgén. 
Figura 16. PDPl participa en la expresida de p-galactosidasa en los mlsculos larvarios de la cabeza 
en las Ilneas BF-TX Detección de actividad 0-galactosidasa por tinción w n  X-gal, en larvas de 3" 
estadio disecadas de las llneas BF-TX homocigóticas para la mutación PDPl@OS O heterocigóticas 
(PDPIP20s/TM6.Tb). Se observa una reducción importante de la tinción en los milsculos de la cabeza de 
las larvas homocigóticas para la mutación. La tinción observada en las llneas heter6cigóticas es similar a 
la observada en las lineas sin mutación. 
2. SOBREEXPRESI~N DE LA TROPONINA T EN LOS MÚSCULOS 
INDIRECTOS DE W E L O  DE DrosophilP 
Una de las formas de estudiar la función de una proteína, consiste en analizar las 
consecuencias de su sobreexpresión. El estudio de la función de la Tmponina T (TnT), uno 
de los componentes del complejo Troponina del filamento fino, se realizó utilizando esta 
estrategia. Se estudió el efecto producido por un aumento de los niveles de esta proteína en 
los músculos indirectos de vuelo (IFM) de Drosophila. Estos músculos altamente 
especializados son un sistema ideal para el estudio de la función de los componentes del 
sahmero, ya que son dispensables para la viabilidad de insecto. Alteraciones en la 
estructura y función de los IFM simplemente afectan a la capacidad de vuelo de la mosca. 
Además, estos músculos poseen una estmctura muy regular facilitando la detección de 
pequeños cambios estructurales. 
La estrategia que se ha utilizado para sobreexpresar la TnT en Drosophila ha sido 
emplear un promotor fuerte que dirija la expresión de esta proteina a los músculos 
indirectos de vuelo. El promotor que hemos utilizado ha sido el del gen de la Actina 88F, 
una isofonna de la Actina que se expresa casi exclusivamente en los IFM (Femandes et al., 
1991; Fyrberg et aL, 1983; Nongthomba et al., 2001). Este promotor se ha utilizado con 
éxito para expresar en IFM otras pmteínas musculares, como la Miniparamiosina, la cadena 
pesada de la miosina, o la Actina P-citoplasdtica humana (hedondo et al., 2001b; Brault 
et aL, 1999; Cnpps et al., 1994), y los genes marcadores LacZ y GFP (Femandes et a l ,  
1991; Nongdiomba er al., 2001). Se hizo una constnicción en la que se fusionó una kilobase 
del promotor del gen a c t i ~  88F más la región 5' no traducida con el cDNA de la isoforma 
de la TnT especifica de músculos torácicos (IFM y TDT) (Benoist et al., 1998). Esta 
isoforma carece de los exones 3.4 y 5 del gen. Con esta constnicción, denominada P[w+, 
Act88F-TnT] (ver Materiales y Métodos y Figura 17), se generaron líneas transgénicas 
usando la técnica de transformación mediada por elementos P (Spradling & Rubin, 1982). 
Se obtuvieron 6 líneas que se denominaron OTnT (Overexpressing TnT) (Ver tabla 4). En 
todas estas líneas se detenninó el cmmosoma en el que se había insertado la construcción y 
se estabilizaron en homocigosis. 
Líneas con In LocalUación 
consfnrcción cmmosómica de la 
P[w+, Act88F-TnT] inserción 
OTnT5 2 
OTnT19 2 
OTnT30 3 
OTnT32 2 
OTnT37 2 
OTnT48 3 
Tabla 4. Líneas obtenidas con la construcción P[w+, Act88F-TnT]. 
F@n 17. Eqaaaa de L a r s t r d a  graerid. pan L obtenci& de lu htm traa&dcas 
OTaT. El cDNA de la isofnma de la TnT de IFM (verde) se fusionó al promotor y la región 5' no 
traduc~da del gen de la s i h a  88F (negro). A cniihuación del cDNA de la TnT. se localiza la &ial de 
poliadaiilacic5n de SV40 (gris). La combucción se & en un v& daivado de un elemento P 
@CaSpe.R 4) que coaSrva los -0s 5'P y 3'P para poda integrgge m el gaioma de Drosophilo. 
Este v e r  lleva además, el gen whire que permite seleuionm las moscas kensgeiicas por el mlor rojo 
de los ojos 
2.1 Anilisb de los niveles de sobreexpresión de La TnT en las líneas OTnT. 
En la tninscripci6n del gen de la TnT de Drosophila se genemn por procesamiento 
alternativo cinco isofomias de diferente tamaño que son específicas de tipo muscular. Los 
exones 3, 4, y 5 estan ausentes en el mRNA especifico de IFM y TDT (Benoist et al., 
1998). 
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Figura 18. Expresión de TnT en las Ilneas transg6nicas OTnT. A. Tinción con m l  de Coomasie 
del gel de poliacrilamida-SDS con los hornogenizados de moscas de un dla de las llneas OTnT y del 
control yw. B. Análisis de la expresión de TnT, Actina 88F y Paramiosina por Western-blof. Las dos 
bandas reconocidas por el anticuerpo anti-TnT corresponden a las isoformas de músculos 
hipod&micos (TnT MH) y a la de TDT e IFM (TnT IFMITDT). Los niveles de TnT de IFM y los de 
Actina 88F de todas las llneas OTnT esián reducidos con respecto al control yw. Sin embargo, los 
niveles de Paramiosina son normales. 
Para confirmar si existía sobreexpresión de TnT en las lineas transgénicas OTnT se 
realizaron ensayos de Westem blot con extractos de pupas tardías (% horas despub de la 
formación del pupario) o adultos de 24 horas y un anticuerpo que reconoce todas las 
isoformas de la TnT de Drosophila (Benoist et al., 1998; Domingo et al., 1998). Un 
aumento de la proteína en las líneas transgénicas debería corresponder a la sobreexpresión 
de la misma en los IFM. Los niveles de proteina se normalizaron con respecto a la cantidad 
total observada en el gel tefiido con azul de Coomassie. Sorprendentemente, los niveles de 
la TnT especifica de tórax (IFM y TDT), que corresponden a la isofonna de menor tamaño, 
en los estadios analizados eran menores en todas las lineas OTnT que los observados en las 
líneas control yw (Figura 18). El experimento se repitió varias veces obteniéndose siempre 
el mismo resultado tanto con pupas tardías como en adultos. Para analizar si en estas lineas 
los niveles de otras proteínas musculares también decrecían, se incubó la membrana con un 
anticuerpo específico contra la Actina 88F (cedido amablemente por el Dr. J. Sparrow) y 
también se observó una gran disminución de la cantidad de esta proteina en estas líneas con 
respecto a la línea control. Sin embargo, los niveles de Paramiosina, un componente del 
filamento grueso, en todas las lineas transgénicas, eran similares al de las líneas control. 
Estos resultados sugerían que, no sólo no habia sobreexpresión de la TnT en la etapa 
analizada sino que, había una disminución de la proteína endógena que parecía afectar 
también a otros componentes del filamento fino pero no a componentes del filamento 
grueso. 
Para entender el efecto 0bse~ad0 y ver si la sobreexpresión se estaba produciendo, 
decidimos examinar los niveles de TnT en etapas de la pupación anteriores a las analizadas. 
La expresión del gen testigo LacZ dirigida por el promotor del gen actina 88F comienza a 
detectarse a 14h a partir de la formación del pupario (Femandes et aL, 1991; Nongthomba 
et a l ,  2001). Dado que la expresión de la TnT trasgénica está dirigida por el mismo 
promotor, decidimos analizar los niveles de esta proteína, mediante ensayos de Westem 
blot. en pupas recogidas a las 14 y 16 horas a partir de la formación del pupario. En la 
figura 19 se presentan los resultados de dos lineas representativas: OTnT30 y OTnT32. En 
estos dos tiempos de la pupación, efectivamente, se observa un aumento de los 
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Figura 19. Expresión de ia TnT a las 14 y 16 horas APF. A. Anhlisis de la expresión de la TnT en 
el control yw, y en las líneas OTnT3ü y OTnT32 mediante Western-bla realizados con extractos de 
pupas recogidas a las 14 y 16 h a partir de la formación del pupario (APF), parte superior de la imagen. 
En la par¿e inferior de muestra el gel tefíido con azul de Coomasie, utilizado como control de carga & 
fndice de expresión relativa de TnT. Se cuantificaron por densitometría las bandas observadas en los 
Western-blots. En todos los casos se comgieron posibles diferencias en la cantidad de protelna total al 
normalizar frente a los controles de carga correspondientes. Los fndices de expresi6n relativa se 
calcularon al dividir los valores obtenidos para cada una de las muestras, frente los obtenidos para el 
control yw. A las 14 horas APF, los niveles de expresión de TnT en las llneas OTnT30 y OTnT32 son 
respectivamente 1.8 y 2.8 veces superiores al control (gráfica de la izquierda). A las 16 horas APF 
(gráfica de la derecha) los niveles de TnT son 1.2 y 1.6 veces superiores al control. 
niveles de la isoforma torácica de la TnT con respecto a las líneas control yw. Este aumento 
es más apreciable a las 14 horas. Aunque varía ligenunente de unas líneas a otras, se 
observa siempre un incremento aproximado de la cantidad de TnT de 2 veces con respecto 
a las lineas control. El incremento observado a las 16 horas es menor, aunque los niveles 
siguen siendo superiores al control, siendo este aumento de aproximadamente 1.2511 .S 
veces (Figura 19). 
Todos estos resultados sugieren que la sobreexpresión de la TnT en etapas muy 
tempranas de la formación de los íFM produce una posterior disminución de los niveles de 
esta proteína y al menos también de la Actina 88F. 
2.2 Niveles de mRNA de componentes del filamento fmo. 
Los resultados obtenidos indicaban que, tras un mcremento inicial de la cantidad de 
TnT en los EM, se producía a continuación una degradación o disminución de la TnT y de 
la Actina 88F. Para profundizar en este efecto y analizar si estas disminuciones eran 
debidas a un efecto de reducción de su síntesis o a una degradación se llevó a cabo, en 
primer lugar, el estudio comparativo de los niveles de mRNA de varios componentes del 
filamento fino y de un componente del filamento grueso. Se analizaron mediante ensayos 
de Northem blof. con mRNA de pupas tardías de todas las lineas, los mRNA 
correspondientes a la TnT transghica, la TnT endógena, la Actina 88F, la Td,  la Tm 2 y la 
Pararniosina. 
La sonda de la TnT que se ha utilizado hibrida con los mRNAs de todas las 
isoformas endogenas y también con la transgénica, ya que no es posible hacer una sonda 
que reconozca exclusivamente el mRNA de la isoforma torácica puesto que no tiene exones 
diferenciales sino que carece de exones que poseen las otras isofomias (Materiales y 
Métodos). Los niveles de mRNAs de la TnT endógena en todas las líneas son mucho más 
bajos que los del control yw (Figura 20). Las variaciones observadas entre las líneas son 
mínimas. Este resultado sugiere que la reducción de los niveles de TnT se debe, o por lo 
menos en parte, a una reducción de su síntesis. Una exposición más larga del Nordtem blot 
permite obsewar la banda correspondiente al ü h c n t o  de la TnT transgénica en todas las 
líneas OTnT. Este &inscrito tiene un tamaño mayor que los de TnT endógena ya que tiene 
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Figura 20. Anllisis por Nohm-blo1 de Iw nivela de mRNAs de los componente del fllamcnto 
fino en las líneas OTnT. RNA total procedente de pupas tardlas se hibridó con sondas que reconoeen 
los mensajeros de la TnT (B y C) de la Actina 88F (D), de la Tnl (F)y de la Tm (E). En el panel A se 
muestra como control de carga los RNA ribos6micos tenidos con bromuro de etidio. Una exposición 
mhs larga de la membrana hibridada con las sonda de la TnT (B) revela la presencia del mRNA de la 
TnT Wansg6nica en todas las líneas, excepto en el control yw (C). 
la región 5' no traducida del gen de la actim 88F que es m8s larga que la del gen de la TnT. 
Los niveles de mRNA de la TnT transgénica con respecto a los de la endógena son 
muchisúno más bajos. 
El estudio de los niveles de mRNA de otros componentes del filamento fino indicó 
que los niveles de mRNA de la Actina 88F también estin fuertemente disminuidos en todas 
las lineas OTnT. Del mismo modo, también se observó una disminución de la isoforma de 
IFM de la Troponina 1 (TnI), la Tropomiosina 2 (Tm2). (Figura 20). En cambio, los niveles 
de mRNA de la Paramiosina, constituyente del filamento grueso son nonnales (Datos no 
mostrados). 
Los resultados indican que, en todas las líneas OTnT, la sintesis de los componentes 
del filamento fino está disminuida mientras que la síntesis de los componentes del 
filamento grueso parece no estar afectada. 
2 3  Análisis de la capacidad de vuelo de las líneas OTnT. 
El estudio de funcionalidad muscular de las líneas OTnT se llevo a cabo mediante la 
realización de tests de vuelo que tenían como finalidad analizar la capacidad de volar de 
estas moscas msgénicas. Los tests se realizaron según se describe en Materiales y 
Métodos y, en ellos, se contabilizaba el número de moscas de cada línea que volaba, 
planeaba o caía desde una cierta altuni. Se analizaron aproximadamente 100 moscas de un 
día de edad de 5 de las líneas OTnT (Figura 21). El 100% de las moscas de estas lineas son 
incapaces de volar 6ente a un 1520% de las moscas yw con esta edad. Este resultado 
demuestra una clara disfunción de los músculos de vuelo 0 de estas moscas que las 
hace incapaces de volar. El resto de los músculos tanto sonuíticos como viscerales 
funcionan normalmente ya que las moscas son perfectamente viables y capaces de 
reproducirse. 
Figura 21. Las moscas de ias líneas OTnT no vueiao. Se r e a l i o n  tests de vuelo para analizar la 
capacidad de volar de las moscas OTnT. Para ello se la dej6 caer desde una altura de unos 25 cm en el 
interior de una caja transparente con una fuente de luz en la parte superior. Se obsew6 si las moscas 
volaban hacia la fuente de luz, si planeaban antes de caer o si catan directanente. Se analiraron unas 
100 moscas de 24h de edad por línea, incluyendo el control yw. Prácticamente el 100% de las líneas 
OTnT son incapaces de volar fiente a un 15-20% de las moscas yw con esa edad. 
Figura 22. La estructura de los IFM en las llneas OTnT esta fuertemente alterada. 
Micrografia elecabnica de los IFM de moscas recien emergidas del control ?w y las líneas 
OTnT19 y OTnT32. (a) y (b) Sección longitudinal y transversal de los IFM del conaol p. (c) y 
(d) Secciones longitudinales de los IFM de moscas recien emergidas de la línea OTnT19. Las 
flechas seiialan cisternas del retículo sarcoplásmico. (e) y (0 Secciones longitudinales de los IFM 
de moscas recién emergidas de la linea OTnT32. Las estrellas seiialan unas estructuras circulares 
de material electrodenso de origen desconocido. (g), (h) y (i) Secciones transversales de IFM del 
control yw y las lineas OTnT19 y OTnT32 respectivamente. Barra = 2pm (a-f) o 0.25 pm (g-i). 
2.4 Eshuchira de los IFM de las líneas OTnT. 
El estudio de la estructura de los músculos de vuelo se realizó por microscopia 
electrónica. La estructura de estos músculos se anal* en pupas tardías y adultos recién 
emergidos de cinco líneas OTnT representativas, y se compararon con pupas o moscas de 
las mismas etapas de líneas control yw para determinar si los defectos funcionales de estos 
músculos reflejan alteraciones estructurales. Además, el estudio se realizó en pupas tardías 
y en moscas de un día para discernir si los defectos que se observaran se debían a un 
problema de ensamblaje del sarcómero o a degeneración dependiente del tiempo o del uso 
como sucedía en otros casos (Arredondo et al., 2001b; Wells et al., 19%). La 
ultraestructura de los IFM en pupas tardías y moscas de la cepa salvaje es muy regular. En 
secciones transversales se 0bSe~an las miofibrillas circulares con un diámetro regular. En 
secciones longitudinales se aprecian en las miofibrillas adyacentes, las unidades 
sarcoméricas alineadas en paralelo (Figura 22 a). Los filamentos gruesos y finos de los 
sarcbmeros presentan una organización hexagonal que se aprecia claramente en secciones 
transversales (Figura 22 b y g). En los músculos de vuelo de las moscas transgénicas se 
observa una fuerte desorganización de su ultraestructura El diámetro de las miofibrillas es 
muy variable en las lineas OTnT. En secciones transversales no se observa la estructura de 
red hexagonal regular típica de estos músculos (Figura 22 h, i). Se observa sin embargo, 
una desaparición de filamentos ñnos y una disposición desordenada de los filamentos 
gruesos. En seccion longitudid, los sarcbmeros mnecientes  a miofibrillas adyacentes 
no presentan una disposición paralela como ocurre en las moscas control (Figura 22 c, d, e 
y f). Los discos Z en muchos casos están incompletos o no e s h  formados. Lo mismo 
ocurre con las líneas M. Muchas veces no se observa una alternancia de bandas claras (1) y 
oscuras (A). En muchos casos se aprecia un aumento de cisternas del retículo 
sarcoplásmico entre las miofibrillas y a veces aparecen unas estructuras electrodensas de 
origen desconocido (Figura 22 f, estrella). Estas alteraciones se han observado tanto en 
adultos como en pupas tardias de las líneas OTnT, lo que indica que son debidas a un 
ensamblaje anormal de los IFM y no al deteriom debido a una puesta en funcionamiento de 
estos músculos. Este ensamblaje anormal seguramente es debido a la reducción de los 
filamentos finos en estas líneas. 
Todos estos resultados sugieren que, un aumento de los niveles de TnT en los IFM 
durante la formación de los mismos, produce una consecutiva disminución de los niveles de 
todos los componentes del filamento fino, incluyendo la propia TnT. Esto conlleva una 
reducción de filamentos finos impidiendo el correcto ensamblaje de los saruímeros y 
generándose un músculo no funcional. 

1. REGULACI~N DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN PMImPM DE Drosophih 
melanogaster. 
En muchos de los genes que codifican proteínas musculares, la transcripción está 
regulada por la interacción de dos o más activadores de corto alcance (Amone & Davidson, 
1997; Buonanno & Rosenthal, 1996; Hughes & Salinas, 1999; M a h  er al., 2004; Mas et 
al., 2004; Schiafino & Reggiani, 19%). A estos activadores se unen combinaciones Únicas 
de factores de transcripción específicos de cada tipo de célula o fibra muscular. Hay 
distintos tipos de activadores o moduladores en general. Los activadores de largo alcance 
actúan sobre complejos génicos como los de los genes Hox o los genes de globina y suelen 
estar localizados a mucha distancia de los genes sobre los que ejercen su acción 
(Blackwood & Kadonaga, 1998; Caihoun & Lzviie, 2003). Su función no está definida 
totalmente pem existen bastantes evidencias de que estos elementos estan implicados en el 
control de la transcripción génica, mediando la expresión en distintos tipos celulares o 
controlando los patrones específicos durante el desarrollo en el embrión temprano 
(Markstein et al., 2002). En cambio, los activadores de corto alcance participan 
normalmente en la regulación de un único gen y también contienen sitios de unión para 
factores de transcripción agrupados en "clusters" (Arnone & Davidson, 1997; Buonanno & 
Rosenthal, 1996; Hughes & Salinas, 1999; Marín et al., 2004; Mas et al., 2004; Schiafñno 
& Reggiani, 1996). Estos elementos están implicados en el control de la expresión génica 
en etapas específicas de desarrollo o en gnipos concretos de células y en muchos casos, en 
los genes musculares, han sido localizados en la región 5' adyacente al gen y10 en el intrón 
1 (Banerjee-Basu & Buonanno, 1993; Calvo et al., 2001; Grernke et al., 1993; Hallauer & 
Hastings, 2002; Hess, 1989; Marín et al., 2004; Mas eral., 2004; Meredith & Storti, 1993). 
En algunos de estos estudios también se ha apuntado la idea de que estos activadores, 
además, puedan estar implicados en los mecanismos que controlan el establecimiento de 
los niveles adecuados de expresión (Marín et al., 2004; Mas et al., 2004). 
Las proteínas musculares se acumulan en cantidades diferentes en las fibras pero 
siempre mantienen una estequiometria muy precisa en cada tipo de fibra. El mantenimiento 
de esta estequiometria es esencial para mantener la integridad funcional de cada fibra 
muscular. Más aun, las isoformas presentes en los distintos músculos de un organismo 
varían, siendo en la mayor parte de los casos especificas de tipo muscular. La regulación de 
la transcripción es uno de los mecanismos mejor conocidos implicado en generar 
diversidad de tipo muscular. Le diferenciación de los distintos músculos de un organismo 
requiere de la ejecución coordinada de pmgramas reguladores que van a determinar la 
expresión diferencial de genes y la producción de isoformas espesíñcas (Bandman, 1992). 
Además, la acwnulación diferencial de las proteínas estructurales en cada tipo de músculo, 
de acuerdo a sus propiedades contráctiles específicas, va a contribuir también a la 
generación de diversidad muscular (Bernstein et al., 1993). En la formación del músculo, 
los genes que codifican las proteínas musculares necesarias para la elaboración del aparato 
contráctil se activan coordinadamente en un periódo muy corto de tiempo. 
Uno de los objetivos principales de esta tesis ha sido profundizar en el estudio de 
los mecanismos que regulan la transcripción del gen de la pmmiosvia~mmipramiosina 
(PMImPM). Este gen codifica dos protemas del filamento grueso de la fibra muscular de 
Drosophib. El gen PMImPM de Drosophih es un buen modelo para estudiar d m o  se 
regula la expresión de los genes estructurales musculares tanto en Drosophila como 
probablemente en mamíbros dado que los mecanismos moleculares que regulan la 
formación del músculo son evolutivamente muy antiguos y están conservados en 
Drosophila y vertebrados (Scott, 1994). Nuestro interés en el estudio de este gen se debe a 
la presencia de dos pmmotores distintos regulando la expresión de las dos proteínas que 
codifica. Estos dos promotores funcionan de forma totalmente independiente, no comparten 
regiones reguladoras de la transcripción y la actividad de uno no se ve influida por la 
actividad del otro (Arredondo et al., 2001a; Cervera eral., 2004). Un aspecto importante a 
considerar en este estudio es que el patrón de expresión de estas dos proteínas a lo largo del 
desarmllo de Drosophila es diferente. La Paramiosina (PM) se expresa en la musculatura 
embrionaria/lawaria y también en la musculatura adulta y por tanto presenta un patrón de 
expresión similar a la mayor parte de las pmteínas sarcoméricas. Así, la Troponina T, la 
Tmponina i, las Troponinas C Ia y Tmponinas C Ib, la Tropomiosina 2, las Actinas 57A y 
87E y la Miosina, entre otras, presentan el mismo patrón de expresión que la PM (Bernstein 
era\., 1993; Fyrberg el al., 1994; Fyrberg et al., 1983; Gremke eral., 1993; Herranz et al., 
2003; Lovato et al., 2001; Marúi et al., 2004; Mas et a\., 2004). En cambio, la 
Miniparamiosha (mPM) presenta un patrón de expresión exclusivo de la musculatura 
adulta con una expresión transitoria en las lamas del tercer estadio (Becker er a\., 1992; 
Maroto eral., 19%). Al menos otras tres proteínas: las Actinas 88F y 79B y la Flightina se 
expresan exclusivamente en adultos (Fyrberg et al., 1983; Hiromi et al., 1986; Lovato et 
al., 2001; Nongthomba et al., 2001; Vigoreaux et al., 1993). 
1.1 Papel de las cajas E de la región MEF-E del gen PMImPM. 
En Drosophila, el papel de MEF2 en la activación de genes musculares 
estructurales ha sido claramente demostrado (Lilly et al., 1994; Nguyen et al., 1994), pero 
el papel de los factores miogénicos tipo bHLH (Nautilus y Twist) que se unen a las cajas E 
no ha estado nunca claro y, menos aún, la cooperación entre eUos (Abmayr & Keller, 1998; 
Arredondo et al., 2001a; Balagopdan et al., 2001; Michelson et al., 1990). En vertebrados, 
se ha descrito que la activación de la expresión de los genes musculares requiere la unión a 
las regiones promotoras de estos genes de dos tipos de actores de transcripción 
miogénicos, MEF2 y un miembro de la familia MyoD (bHLH). Ambos tipos de actores 
que interaccionan fisicamente y forman un complejo junto con la proteína E de la familia 
de factores de transcripción bHLH, actúan de una manera cooperativa. Para ello, se 
requiere la interaccion directa al DNA a través de una caja E (CANNTG) o un sitio MEF2 
(CTAAAATAA) indistintamente, o también, la unión a los dos sitios que suelen 
encontrarse cerca uno del otro en algunos genes (Black & Olson, 1998; Molkentin & 
Olson, 1996). 
En la región dista1 del promotor que controla la expresión de la PM, se 
identificaron, en un fragmento de 155 pb, un sitio MEF2 y tres cajas E que estaban 
consewadas en D. virilt (Figuras 6 y 7A). En estudios previos del laboratorio se había 
demosbado que este sitio MEFZ es esencial para alcanzar unos niveles altos de expresión 
en el estadio embrionarioAarvario (Arredondo et al., 2001a). En adultos, sin embargo, su 
ausencia produce tan sólo una ligera disminución de los niveles de expresión pero conlleva 
además, una desregulación de la expresión con la pérdida de la especificidad de tipo 
muscular ya que aparece expresión en los IFM y el mismo fragmento sin mutación es 
incapaz de dirigir la expresión m estos músculos (Arredondo et al., 2001a). Sin embargo, 
la deleción de la región MEF-E (300pb) producía una disminución mayor de la expresión 
del transgén en adultos que la producida por la mutación en el sitio MEF2 exclusivamente. 
Estos resultados parecían indicar que en esta región existian otros elementos que están 
involucrados en el control de la expresión de la PM Entre los candidatos posibles a tener 
un papel junto con el sitio MEF2 se encontraban las cajas E. Al estudiar los efectos 
producidos por la introducción de mutaciones en estas cajas E, se ha visto que estos 
difieren según el estadio del desarrollo analizado. 
En la musculatura embnonaria Aarvaria, la mutación de una, dos o las tres cajas E 
sobre el fragmento de 1,7 kb no produce ningún cambio en la expresión (Figura7B). En la 
musculatura de adultos la situación cambia. La mutacion de la caja E2, la más próxima al 
sitio MEF2, no parece tener ningún efecto sobre la expresión del transgén. Sin embargo, la 
mutación de dos (El y E3) o las tres cajas E conlleva una desregulación de la expresión del 
transgen, ya que en las líneas lnEM y 3EM aparece expresión en los IFM (Figura 7B). 
Una posible explicación a la falta de efecto de la mutación en la caja E2 podría ser 
que el hipotético factor bHLH que se uniera a esta secuencia mteraccionara con el factor 
MEF2 y no dependiera de la presencia de esta caja E para realizar su función. Sin embargo, 
el efecto no es recíproco, ya que al mutar el sitio MEF2 adyacemte sí que se observan 
alteraciones en la expresión. Es posible que existan otros factores que inteniccionen con 
MEF2 y que dependan de la unión de &te al DNA. Otra posible explicación a la ausencia 
de efecto de la mutación en la caja E2, podría ser que realmente esta caja E no desempeile 
ninguna función. Un dato que apoya esta hipótesis es que en D. pseudoobscura esta caja E 
no existe y sin embargo sí están conservadas las cajas El  y E3 y el sitio MEF2. 
Por otra parte, una explicación al efecto producido por la mutación de dos (E1 y E3) 
o la. tres cajas E (Figura 78) puede ser que se necesite la mutación de, al menos, dos cajas 
E en la región MEF-E para que se desregule la expresión del iramgén, pmbablemente 
debido a un debilitamiento de la intenicción del complejo o complejos pmteicos 
reguladores que se unan a esta región. Esta interacción también se vería afectada por la 
mutación en el sitio m. También podría ocurrir que las cajas El y E3 tuvietan un efecto 
represor en IFM. Curiosamente, la secuencia de estas dos cajas E es idéntica, CAGGTG. A 
este tipo de caja E se ha descrito que se unen varios represores tanto en vertebrados como 
en Dmsophih. Concretamente en Dmsophih se unen a este motivo Snail (Mauhin er al., 
1993)y Za-1 (Postigo eral., 1999). Estos dos &dores desempeilan un papel importante en 
la diferenciación del mesodemo y del músculo somático respectivamente (ip er al., 1992; 
Postigo er al., 1999). Aunque hasta el momento no se les ha implicado en la regulación 
directa de genes musculares estructurales es posible que alguno de estos represores u otros 
todavía no identificados tengan un papel en su regulación espacio-temporal. 
1.2 Organización modular del promotor que controla la expresión de la PM. 
En la diferenciación muscular de Drosophila, además de MEF2, Twist y Nautilus, 
juegan un papel importante otros factores de transcripción wmo Tinman (Nkx2.5), 
Bagpipe, CF2, PDPl o Biniou (Azpiam & Frasch, 1993; Bagni et al., 2002; Lin et al., 
199%; Reddy eral., 2000; ZafTran et al., 2001). La importancia funcional de los motivos 
de unión a factores miogéniws, y también del número y configuración espacial dentro de 
los activadores o módulos ha sido enfatizada en distintos modelos (Frith et al., 2001; Konig 
et al., 2002; Marín et al., 2004; Mas et al., 2004) 
La integración del análisis funcional in vivo y el análisis in alico comparando 
secuencias homólogas de distintas especies de Drosophila, ha permitido identificar 
distintos módulos o elementos funcionales dentro del promotor de la PM. La aplicación de 
herramientas bioinformáticas nos ha permitido definir mejor los elementos y precisar 
cuáles son las secuencias que posiblemente juegan un papel esencial en la generación del 
patrón espacio-temporal. En la región 5' promotora del gen PWmPM existen dos módulos 
o elementos reguladores diferentes. A estos dos módulos los hemos denominado Activador 
Muscular Dista1 (AMD) y Región Moduladora Proxirnal (RMP) y están situados 
aproximadamente entre -2.3 y -1.4 kb y entre -1.4 y 0.55 kb. Estos dos módulos actúan 
wmo dos elementos reguladores positivos (Arredondo et al., 2001a). La eliminación del 
AMD hace que sólo se mantenga una expresión muscular basa1 y la eliminación de ambos 
elementos hace que desaparezca la actividad P-galactosidasa en todos los músculos 
(Arredondo et al., 200 1 a). 
En el activador muscular distal, que incluye la región inicialmente denominada 
MEF-E, existen en total 3 sitios de unión a MEF2, dos cajas E (E1 y E3) y un sitio CF2, 
todos ellos wnservados en D. pseudoobscura (Figuras 9 y 23). Los sitios de unión a 
factores miogéniws están dispuestos en medio de grandes regiones conservadas (regiones 
en gris en la figura 23). De hecho, uno de los sitios MEF2 está localizado dentro de una 
secuencia de más de 70 pb conservada en un 98%. También se han encontrado varias 
secuencias de 20-30 pb con más del 90% de conservación entre D. melanogaster, D. viriíis 
y D. pseudoosbscuni. El Activador Muscular Distal dirige la expresión del transgén, en los 
músculos hipodémicos larvarios y de adultos, en TDT, músculos de las patas y músculos 
viscerales. Con la excepción de los músculos indirectos de vuelo, reproduce el patrón de 
expresión espacio-temporal de la proteína endógena. Ahora bien, este activador no controla 
los niveles de expresión como se deduce de la observación de la línea (-2.31-1.4)PM 
(Figura 10B). En esta línea se produce una expresión fortísima del transgén en todos los 
músculos analizados, lo que sugiere la existencia de otros elementos que modulan los 
niveles de expresión. La Región Moduladora Proximal (RMP), responsable de la expresión 
basal específica de músculo, junto con el promotor basal, podría estar implicada en la 
modulación de los niveles de expresión de la proteína en cada tipo de fibra muscular. 
En los intrones de los genes TnT, TnZ y Tm 2 de Drosophila se han encontrado 
elementos similares al Activador Muscular Distal del gen de la PMtmPM (Figura 23). 
Estos elementos se han denominado IRE (Intronic Regulatory Elements) y dirigen la 
expresión en los músculos somáticos, viscerales y en los músculos especializados del 
adulto, iFM y TDT (Gremke et aL, 1993; Marín et aL, 2004; Mas el al., 2004). La 
comparación de secuencia de estos elementos con el Activador Muscular Distal ha revelado 
que todos ellos comparten sitios de unión a factores miogéniws, concretamente, 3 sitios de 
unión a MEF2 y al menos 1 sitio CF2. Estos sitios están dispuestos en medio de grandes 
regiones conservadas (regiones en gris en la figura 23). 
Un aspecto muy importante a resaltar y que ha sido recientemente descrito por 
nuestro laboratorio y otros (Marín el al., 2004; Mas et a l ,  2004) es que los elementos IRE 
son responsables del pab6n de expresión espacio-temporal correcto de los genes de la TnT 
y la TnI, pero por si solos no son capaces de controlar las cantidades de proteina adecuadas 
en cada fibra muscular. Para ello, requieren de la interacción concertada con otros 
elementos situados en la región 5' flanqueante de los genes y que se han denominado URE 
(Upstream Regulatory Element). Estos elementos también contienen clusters con distintas 
combinaciones de sitios de unión para factores miogénicos. 
En el gen de la PMImPM, el AMD es un activador (enhancer) muscular que es 
responsable de la expresión de la Paramiosina en todos los músculos, excepto en los iEM, 
pero requiere de la Región Moduladora Pmximal (RMP) y quizás del pmmotor basa1 
endógeno para ajustar los niveles de expresión correctos en cada fibra muscular. El análisis 
de la expresión en adultos de las líneas (-1.71-1.4)PM (-1.71-1 .lS)PM y (-1.71-0.76)PM 
revela una disminución de la expresión del transgén al aumentar el tamaño de la región 3' 
con respecto a la región MEE-E (Figura 8B). Además, los niveles de expresión observados 
en (-1.71-1.4)PM son superiores a los obse~ados en las líneas PM1.7. Todos estos datos 
indican que en las secuencias 3' respecto a la región MEF-E existen elementos que regulan 
los niveles de expresión. Esto también engloba a las secuencias localizadas en posición 3' 
respecto al nuclebtido -760 incluyendo al pmmotor basa1 homólogo, ya que los niveles 
observados en las líneas (-1.71-0.76)PM son menores que los detectados en PM1.7. Otra 
posible explicación de la reducción de los niveles podría ser el cambio en la distancia del 
elemento activador, en este caso la región MEF-E, al promotor basal. La interacción del 
complejo o complejos activadores con la maquinaria basa1 de transcripción es probable que 
no ocurra de la misma forma si los elementos de DNA a los que se unen están juntos o 
separados por 1.4 kb. 
La Región Moduladora Roximal (RMP) tiene 2 sitios CF2 y 1 sitio PDPl que no 
están conservados en otras especies de Drosophila. Sin embargo, uno de los sitios CE2 
parece ser funcional in viw ya que su mutación sobre el fragmento de 1.7 kb produce una 
desregulación de la expresión del transgén en iEM (Datos no mostrados). 
El activador que dirige la expresión específica en los músculos indirectos de vuelo 
todavía no ha sido encontrado. La búsqueda de este elemento ha sido hasta el momento 
inhctuosa y los resultados obtenidos con el intrón 1, aunque contiene regiones pequeiias 
de 20130 pares de bases conse~adas, son poco clams. Otra posibilidad es que este 
elemento se encuentre a más de 4kb del sitio de inicio de la transcripción o en otro inkón 
del gen. 
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Figura 23. Comparacidn de las regiones que regulan de la transcripción de la PM, la TnT, la Tnl y 
la Tm2. En los genes que codifican estas proteínas existen varias regiones reguladoras, conservadas en 
otras especies de Drosophila (regiones grises), que se distribuyen en las regiones 5' flanqueantes de los 
genes (URE) y, al menos en los genes de la TnT, TnI y la Tm2 tambikn en el primer intrón (IRE). En 
estas regiones conservadas se localizan distintas combinaciones de sitios de unión a factores de 
transcripción miogknicos. La expresión de la PM en todos los mhculos, excepto en IFM, esta regulada 
por un Activador Muscular Distal (AMD) y una Región Moduladora Próxima1 (RMP). La distribución de 
estos elementos en la región 5' flanqueante del gen P W M  es similar a la descrita para los otros genes. 
Una posible localización del activador de la expresi6n de la PM en IFM, es en el intrón 1, donde se ha 
identificado una región conservada aunque, no se han encontrado motivos de unión para los factores 
seflalados en esta figura. 
1 3  Organización modular del promotor que controla la expresión de la mPM. 
Las regiones que regulan la transcripción de la mPM están localizadas en el intrón 7 
del gen PMImPM (Arredondo et al., 2001 a). A parte del promotor basa1 de la mPM, en este 
intrón hay tres regiones altamente conservadas tanto en Drosophila virilis como en 
D.pseudoobscura denominadas. AB, BF y TX (Figura 6). Utilizando una esmtegia similar 
a la utilizada para el promotor que regula la expresión de la PM, hemos estudiado la 
relación funcional de los tres módulos que controlan la expresión de la mPM. En la figura 
24, se presenta un modelo de regulación de la transcripción de esta proteína, elaborado en 
base a los resultados obtenidos. Los módulos AB y TX son dos activadores musculares que 
controlan la expresión de la mPM en músculos distintos de la larva y del adulto. Así, el 
módulo TX activa la expresión en larvas de tercer estadio y en todos los músculos del 
adulto, excepto en IFM (ver Figuras 11 y 12). El módulo AB activa la expresión 
exclusivamente en los músculos indirectos de vuelo (m). Sin embargo, coopera con TX 
para activar correctamente la expresión en los músculos hipodérmicos del abdomen de las 
moscas adultas, como se aprecia cuando se comparan los músculos hipodérmicos de 
adultos en las líneas AB, TX y AB-TX (Figura 12). 
El módulo BF no es capaz de activar por si solo la expresión en ningún tejido, sin 
embargo, si realiza un papel modulador de la expresión. De hecho, regula negativamente 
los niveles de expresión alcanzados por los módulos AB y TX en los músculos sobre los 
que actúan (Figura 13). Este efecto es muy importante en IFM y mucho menos apreciable 
en TDT. Sin embargo, seguramente, existan otros elementos que también contribuyan a 
regular los niveles de expresión producidos por TX, ya que los niveles observados en las 
líneas BF-TX son todavía mucho más altos que en la línea mP1.7 (Figura 13). 
La existencia de dos activadores diferentes para regular la expresión de la 
Miniparamiosina, obedece seguramente a la necesidad de expresar distintos niveles de la 
proteína en cada tipo de músculo. Los niveles de mPM en los IFM son muy bajos mientras 
que en los TDT y en el resto de la musculatura tubular son altos. La presencia de un 
activador para IFM y otro para el resto de la musculatura asegura las cantidades apropiadas 
de mPM en cada tipo de músculo y por tanto, el buen funcionamiento de los mismos. 
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F l u n  24. Modelo de regulación de la traascripcibn de la Minipiramioaina. A La expresi6n de la 
miniparamiosina en los músculos fibrilares IFM estaría regulada por la interacci6n del m6dulo AB wn 
diferentes factores, algunos de ellos especificas de estos músculos. Estos complejos interaccionarlan con 
la maquinaria basa1 (MB) de transrnpción activando fuertemente la expresi6n de la proteína. La 
presencia del elemento BF, a havés de la interacci6n con PDPl y posiblemente también con otros 
factores, modulatia los niveles de expresi6n en estos músculos. B La expresibn en el resto de los 
músculos del adulto, de naturaleza iubular (TDT, DFM, músculos de las patas, e hipod6rmiws 
abdominales) y en los músculos larvarios estaría regulada fundamentalmente por la intsacción de 
wmplejos activadores wn el m6dulo TX. Sin embargo, para la wnem expresibn m los músculos 
hipodérmicos abdominales se requiere tambi6n la activación por parte del m6dulo AB. Aunque no esta 
tan elaro wnm en el caso de IFM, el m6dub BF también parece regular los niveles de expresión en estos 
músculos. 
Este tipo de organización modular parece ser un rasgo común de los genes 
musculares estructurales. Como ya se ha comentado antes, es 6ecuente que existan dos o 
más activadores que controlen los niveles apropiados de expresión en cada tipo de músculo 
(Marín et al., 2004; Mas el al., 2004). Un caso más cercano lo encontrarnos en la 
regulación de la transcripción de la Ph4, en donde el activador muscular dista1 (AMD) 
controla ia expresión en todos los múscuios excepto en los IFM y otra región, no 
identificada todavía, controla la expresión en estos músculos. Una diferencia interesante 
que se deduce de la comparación de los elementos reguladores identificados en los dos 
promotores del gen de la PWmPM, es que los elementos reguladores (AMD y RMP) del 
promotor de la PM son muy similares a otros descritos en genes musculares con un patrón 
de expresión a lo largo del desarrollo común. Sin embargo, los elementos reguladores, AB, 
TX y BF, que controlan la expresión de la mPM, especifica de la etapa adulta, son bastante 
diferentes y, con la excepción de PDPI, no se han identificado clusters de sitios de unión a 
factores miogénicos conocidos. 
1.4 PDPl participa en la regulación de la transcripci6n de la mPM. 
El factor de transcripción PDPl se une a la región PDPl en el módulo BF. PDPl 
pertenece a la subfamilia PAR de factores de transcripción con cremalleras de leucina y 
está implicado en la diferenciación terminal de varios tejidos, entre ellos el músculo (Lin et 
al., 199%; Reddy et al., 2000). El gen Pdpl codifica al menos seis isoformas, tres de las 
cuales, a,p y 6, están presentes en músculo somático. Se han descrito sitios de unión para 
PDPl en muchos de los genes musculares de Drosophila estudiados como la TnT, la PM o 
la Tm2 (Arredondo ef al., 2001a; Lin & Storti, 1997a; Mas et al., 2004). 
El sitio de unión de este factor a BF es un tanto distinto a la secuencia consenso 
descrita, lo que explica que no fuera identificado previamente mediante un análisis de la 
secuencia. Esta unión ha sido comprobada in Mtro con ensayos de retardo en gel e in vivo 
mediante el análisis de la expresión de P-galactosidasa dirigida por los módulos BF y TX 
en un fondo mutante para PDPl. En las lamas BE-TX mutantes para PDPl se observa una 
importante reducción de la expresión en los músculos de la cabeza de las larvas con 
respecto a las líneas sin mutación. Dado que los niveles de expresión del transgén en estos 
músculos en las líneas TX y en las líneas BF-TX son similares, es posible que el efecto 
observado con los mutantes no se deba exclusivamente al sitio PDPl localizado en BE. Si 
fuera así probablemente se observaría un aumento de los niveles de expresión en las líneas 
BF-TX con respecto a la expresión generada por TX. Un dato que apoya esta hipótesis es la 
presencia de un sitio PDPl en el módulo TX similar al identificado en BF. Seria interesante 
confirmar la funcionalidad de este sitio analizando la expresión en las líneas TX sobre un 
fondo mutante PDPI. Además, sería importante analizar la contribución de este factor a la 
expresión en el estadio adulto, sin embargo, la incapacidad de los mutantes de llegar a 
adultos imposibilita el análisis de la expresión de la mPM en esta etapa. 
En la regulación de la expresión del gen Tm 2 este factor coopera con MEF2 para 
activar la transcripción en todos los músculos (Lin et ab, 199%). En todos los genes 
mencionados anteriormente se han descrito sitios de unión para MEF2 más o menos 
cercanos a los sitios PDPI, sin embargo, en las regiones reguladoras de la mPM no se han 
encontrado sitios de unión para MEF2. Es posible que la regulación de genes especificos de 
adulto o por lo menos de algunos, no dependa directamente de MEF2. Aunque tampoco 
descartamos que MEF2 interaccione con la regiones reguladoras de la mPM a través de 
sitios que no se ajusten exactamente a la secuencia consenso de unión descrita para este 
factor. El gen D-mefl codifica varias isofonnas (Gunthorpe et al., 1999) y es posible que 
éstas tengan diferentes preferencias de sitios de unión. 
Todos los datos obtenidos hasta el momento sugieren que el mecanismo de 
regulación de la mPM es similar al de otros genes musculares estructurales. Sin embargo, 
sigue abierta la cuestión de qué es lo que impide que esta proteína se exprese en el estadio 
embrionario. Probablemente, la necesidad de factores de transcripción especificos de adulto 
y10 el reclutamiento de represores en el estadio embrionario sean las respuestas. 
2. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE LA TROPONINA T EN LOS 
MÚsCULOS INDIRECTOS DE VUELO 
La correcta estequiometna de las proteínas musculares es fundamental para el 
perfecto ensamblaje de los sardmeros y por tanto para el buen funcionamiento de los 
músculos. En este trabajo hemos estudiado los efectos producidos por la sobreexpresión del 
componente del filamento fino Troponina T, en unos músculos altamente especializados 
como son los músculos indirectos de vuelo (IFM). Esta sobreexpresión conlleva fuertes 
alteraciones, tanto bioquimicas como estructurales, que interfieren con la funcionalidad de 
este músculo. 
2.1 El aumento de los niveles de TnT provoca una disminución de la acumulación de 
esla proteína. 
Nuestros resultados muestran que un ligero aumento de los niveles de TnT en los 
IFM de las líneas OTnT, detectado en las primeras etapas de la formación de a t e  músculo 
(Figura 19), conlleva una posterior reducción de los niveles de la misma. El promotor del 
gen actiw 88F se ha utilizado con éxito para sobreexpresar en los IFM otras proteínas 
musculares como la Miniparamiosina, la cadena pesada de la miosina, o la propia Actina 
88F (Arredondo et al., 2001 b; Cripps et al., 1994; Hiromi et al., 1986). En ninguno de estos 
casos se ha observado la reducción de los niveles de estas proteínas en respuesta a la 
sobreexpresión, lo que indica que el efecto observado en las líneas OTnT es especifico de la 
TnT. 
Además de la reducción de la TnT en las líneas OTnT se observa, 
sorprendentemente, una disminución de los niveles del resto de los componentes de 
filamento fino, sin verse afectados los del filamento grueso. Esto produce una disminución 
de filamentos finos interfiriendo con el correcto ensamblaje de los sardmeros (Figura 22). 
En los mutantes en la TnT de Dmophila, upheld, y upheld, en los que los IFM presentan 
una profunda desorganización, se había observado una disminución de los niveles de Tm y 
de la Actina (Fyrberg et al., 1990). También, en los mutantes en la TnT cardiaca del pez 
cebra, silent heart (sih) los niveles de la Tm y de la TnI están reducidos. Todos estos 
mutantes tienen en común que los niveles de TnT están muy reducidos o son nulos, ya que 
las mutaciones afectan al procesamiento del mRNA o la transcripción del gen (Sehnert et 
al., 2002). Se ha descrito que es esencial la unión de la TnT con la Tm para aumentar la 
afinidad de ésta por la Actina (Hinkle et al., 1999; Palm et a l ,  2001). La ausencia o 
disminución de TnT disminuuia la unión de la Tm al filamento de actina aumentando la 
inestabilidad de éste (Wegner, 1982). Esto podría explicar la disminución de los niveles de 
las proteínas del filamento fino en estos mutantes. Posiblemente, la disminución de los 
componentes del filamento fino en las líneas OTnT también sea una consecuencia de la 
reducción de TnT. Sin embargo, a diferencia de los mutantes, la disminución de TnT en 
estas líneas es una consecuencia del aumento inicial en los niveles de expresión de la 
misma. 
'Por qué el aumento de TnT conlleva una reducción de la cantidad de esta proteína? 
Una explicación podría ser que el aumento de la concentración de TnT en el citoplasma de 
la célula muscular conlleve la aparición de interacciones inapropiadas, que interfieran con 
la formación del filamento fino. Se ha descrito que la región a-hélice de la TnT cardiaca de 
vertebrados, responsable de la interacción con la Tm, a concentraciones altas es capaz de 
formar homodimeros in vitro (Palm eral., 2001). Esta región está altamente conservada a lo 
largo de la evolución. Sin embargo, para que la TnT se una estequiométricamente a la Tm, 
tiene que ser monomérica. Podría ocumr, que un aumento en la concentración de TnT en 
los IFMs de Drosophila favoreciera la formación de homodimeros impidiendo así su unión 
con la Tm. Estos homodimeros serían rápidamente degradados, disminuyendo así los 
niveles de TnT y provocando un efecto similar al observad0 en los mutantes anteriomente 
descritos. 
Otra posible explicación es que el fenotipo observado en las líneas OTnT se 
produzca por la expresión de la TnT transgénica en un momento diferente a la de la TnT 
endógena debido al promotor del gen actina 88F. Es posible que en este momento la TnT 
no pueda incorporarse al filamento fino debido a la falta de otros componentes de esta 
estructura, con lo que se produciría un aumento de TnT soluble en el citoplasma. Este 
aumento de proteína no ensamblada provocaría la degradación de la misma. Se ha descrito 
una ruta (Unfolded Protein Response), conservada desde levaduras hasta mamíferos, que se 
encarga de eliminar de la célula aquellas proteínas que, por alguna alteración, no se han 
plegado o ensamblado correctamente en el reticulo endoplásmiw, con el fín de limitar el 
daño celular (Ma & Hendenhot, 2001). Es posible, que el aumento de TnT soluble en el 
citoplasma ponga en marcha algUn mecanismo similar. Otra posibilidad es que la expresión 
de la TnT a destiempo altere el orden de incorporación de los distintos componentes al 
filamento fino, produciendo füamentos finos abenantes incapaces de ensamblarse en 
sarcómeros que serian degradados rápidamente. 
2.2 El aumento de TnT en los IFM conlleva una nduccibn de la síntesis de las 
proteínas del fhmento fmo. 
La disminución de los niveles de mRNAs de los componentes del filamento ñno, 
incluida la pmpia TnT, en las líneas OTnT indica que la reducción de la cantidad de estas 
proteínas no se debe únicamente a la degradación de las mismas, sino también a una 
reducción de su síntesis. 
En los mutantes de la TnT cardiaca sih del pez cebra también se ha observado una 
reducción del mRNA de la Tm (Sehnert et al., 2002). Estos autores sugieren la existencia 
de un mecanismo feedback que coordina estrechamente la expresión de las proteínas del 
filamento fmo. La reducción de la síntesis de las otras proteínas no se ha observado ni wn  
la sobreexpresión, ni la mutación de otros wmponentes del filamento fino, lo que indica 
que la TnT juega un papel clave en este mecanismo. Es posible que la TnT, por algún 
mecanismo todavía desconocido, regule positivamente la transcripción de las otras 
proteínas, de modo que la ausencia o disminución de esta pmteína produzca una 
disminución de la transcripción de las otras. Pero además, hay que destacar que en las 
líneas OTnT también hay una reducción de la síntesis de la propia TnT. En el caso de la 
Unfolded Protein Response. comentada anteriormente, además de eliminar las proteínas 
mal plegadas o ensambladas, se ha descrito que hay una atenuación de la síntesis de las 
mismas (Ma & Hendershot, 2001). Es posible que si el aumento de TnT es reducido por 
este mecanismo o alguno similar, además de eliminar la proteína, reducina la síntesis de la 
misma desencadenando todo el proceso. 
Si la TnT es esencial para activar la transcripción de los otros componentes, es 
posible también, que la rápida disminución de esta pmteína en las líneas OTnT en respuesta 
a un aumento de la expresión sea un mecanismo de control para evitar la sobreexpresión de 
todas las proteínas del filamento fino. En este caso, podría ocurrir también que la propia 
TnT regulara su propia transcripción con el fin de evitar la sobreexpresión de la misma. De 
modo que el aumento de los niveles de TnT por encima de los límites n o d e s  regularía 
negativamente la síntesis de la misma. 
Recientemente, vanos trabajos sugieren que la TnT es la proteína reguladora más 
importante del sardmero (Schwartz & Mercadier, 2003). A parte de ser esencial en el 
ensamblaje del filamento fino (Hinkle el al ,  1999; Palm et al., 2001) y aportar sensibilidad 
al ca2' al mismo (Potter et al,  1995), tiene también un importante papel regulador de la 
contracción, hvoreciendo un estado conformacional del filamento 6110 que inhibe la 
interacción con la miosina (uaynim et al., 2002; Tobacman et al., 2002). Además, la 
alteración de la TnT cardiaca es una de las causas más frecuentes de cardiomiopatia 
hipertrófica familiar (Hemandez et al., 2001; Thierfelder et al., 1994). Por todo esto, no 
sena de extrañar que la expresión de la TnT fuera un determinante clave para la expresión 
del resto de las proteínas del filamento fino. 
En cualquier caso, la correcta estequiometna de la TnT es esencial para la 
formación del filamento 6110. Cambios en los niveles de expresión de esta proteína, ya sea 
por aumento o disminución de la misma, interñeren con el ensamblaje del filamento fino y 
por tanto con la función muscular. Ésto indica la necesidad de una finisima regulación del 
gen que la codifica. 
CONCLUSIONES 
CONCLUSIONES 
1) En la región 5' flanqueante del gen de la PM ImPM existen dos elementos reguladores 
positivos localizados entre las posiciones -2.3 y -1.4 y las posiciones -1.4 y -0.55 que 
hemos denominado AMD (Activador Muscular Distal) y RMP (Región Moduladora 
Proximal) respectivamente. 
2) El activador muscular dista1 (AMD) de 900 pb tiene tres sitios de unión a MEF2, tres 
cajas E y un sitio CF2 localizados en medio de grandes fragmentos conservados. El 
AMD dirige niveles altos de expresión en los músculos somáticos, viscerales y en los 
TDT. Este activador requiere la presencia de la región moduladora proximal (RMF') y 
del promotor basa1 para ajustar los niveles de expresión en cada tipo de fibra muscular. 
3) Las cajas E de la región MEF-E no intervienen en la expresión de la PM en el estadio 
embrionario-larvario. Sin embargo, las cajas El y E3 son necesarias para el 
establecimiento del correcto patrón de expresión de la PM en el estadio adulto, ya que 
su fhlta produce una desregulación de la expresión del transgén. 
4) Se han identificado elementos similares al AMD en los genes de la TnT, la TnI y la 
Tm 2. Todos ellos, contienen tres sitios de unión a MEF2 y un sitio CF2. Estos 
elementos dirigen la expresión en los músculos somáticos, viscerales y en todos o 
parte de los músculos especializados del adulto. 
5) En el promotor que controla la expresión de la mPM se han identificado tres elementos 
reguladores conservados: dos activadores musculares (AB y TX) y un modulador de la 
expresión (BE). 
6) AB es un activador específico de los músculos indirectos de vuelo, mientras que TX 
activa la expresión en el resto de los músculos. Se requiere la cooperación entre AB y 
TX para la expresión apropiada en los músculos hipodémicos abdominales. 
7) El elemento BF no posee capacidad activadora por sí solo pero regula los niveles de 
expresión alcanzados por los módulos AB y TX en los músculos torácicos, siendo esta 
regulación más evidente en los IFM que en TDT. 
8) El factor de transcripción PDPl interacciona con el módulo BF y está involucrado, al 
menos, en la expresión de la mPM en los músculos larvarios de la cabeza. 
9) Se requiere la presencia de los tres módulos, AB, BF y TX para conseguir los niveles 
adecuados de mPM en cada tipo de fibra muscular. 
10) La sobreexpresión de la TnT en los músculos indirectos de vuelo produce una 
disminución de la acumulación y síntesis de esta proteína y también de la del resto de 
componentes del filamento fino. Este efecto interfiere con el ensamblaje de los 
sarcómems provocando graves alteraciones en la estructura y función de estos 
músculos. 
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To deRne the trnnmlptional mechanimns contribut- 
ing to stnge- and tisaie-speeitic expreasion of muilcle 
genes, we performed trnnagenic analyda o f h m p h i i a  
paramyosh gene regulation. This gene han two pmmot 
ers, one for pnramyosin and one for minipnramyosin, 
which are active in nartiallv overlanninn domains. Re. .. - 
gions between -0.9 & ~ d  -l.~kilobases upstra- ofesch 
initiation dte contribute to the temporal and spatial 
expresdon patterns. By comparing theDrumphüa meia- 
M p t e r  and Dromphüa uirilu promoters, conserved 
binding sites were fovnd for kno- myogeoio factors, 
including one MEFa stte and three E bxes.  1x1 contrast 
with previous data, onr experimenta with the paramyo- 
sin promoter indicate that the MEFa dte  ia esaential but 
not aiflcient for n m e r  ~nramvosh nene trnnscrlntlon. 
Mulations in the ibr& E bores,óo thw-other hand.do not 
produce any eííeet in embryonidarval mwles .  Thus 
MEFa d b  and E box-binding pmteins can plny dlirer- 
ent roles in the reguiation of different mu&lespee~c  
nenes. For the minbnramvosin nmmotera =veral con- - 
aewed sequences were showm tocomspond to tunctlon- 
ally important regions. Our data iurther sbow thnt the 
two pmmoters work independently. Even when both 
promoters are active in the s-e m w l e  fiber, the tran- 
scription driven by one of the promoters is not dfected 
by transcrlption driven by the other. 
The mrr& patterning and diaerentiation of mnscles require 
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of spffific protein isoforms (1). Muscle genes are activaled 
nurdinately. Their transfripiion is regulated by DNA se- 
qriences, pramoters, and enhaneers, whirh permit the interac- 
tion wilh unique aimbinations of transcriptian fadors in ea& 
cell type. Myagenesis has a determinative stage in which me- 
sodermal preavsors hewme myoblasts and a differentiatiun 
stage involving the hision of suigle myoblasts to form multiiiu- 
cleated myotubes that express the mntradile protein genes. In 
veriebrates this uceurs during embryogenesis; two families of 
transcriptional fadors, MyoD and MEFP, are rssentisl to the 
transcription of mnsclr stmctural genes and are critica1 for the- 
stable determination a l  mvoblast liiieaees (2. 3). h skeletal u . .  . 
murles, MyoD and ~ E ~ a w o r k  moperatively in musck gene 
adivation (2, 4). The MvuD familv is exclusivelv exuressed in 
somatie muscles, in mntrsst to genes thsiare-expressed 
in skeletal, cardiac, and smooth muscles. This suggesta that 
MyoD-type pmteins play impr tan t  roles in adivating tran- 
saiption within eacli myogenic h a g e  (5). The andysis of 
MEF2 hinctiuns has been faditated by the isolation of the 
Dmsoplrila nie@ gene (6, 7) .  This single gene is required for 
differpntiation of skeletal, cardiac, and viwerd muscles (8. 9). 
The Brmphilo parampsin/niiniparampsin gene (PM'I 
mPM) representr a good model sysiem to elucidate inuscle gene 
reyulatory mechanism. Previuus studies have siiggested that 
the molecular pathwaw mntml i in~  niuscle fomation are an- 
fad  that the iwo mRNAs arise from overlapping transaip 
tional units. The mPM promoter is lncated inside a PM intmn 
that is 8 kh downstream of the PM promter  (11, 12). Whereas 
PM is expressed at the two distind stages in al1 muscles, as are 
inast other Drmphilo muscle proieins, mPM is prespnt only in 
the adult murulahxe.  The two pmieins are expressed at lhe 
same stage of adult developnient, nuggpsting that regulation of 
the two promoters has to be mordinsted (13). 
Dw~orihilo deveio~s distind seta of muscles durinn its life 
ryclr, with reparatr niuwles "1 thr  rtiil>ryunir~awai rtrgrs aii'l 
in tlie adulr (14). Myohlnst determination and dfirentiatian 
m u r  independently a t  each phase (15). h n i n g  embryogenesis, 
mesodemal precursors nppear a t  gastrulation during ventral 
furmw formation. Bodv w d  muscles m d  some visoeral mus- 
rles are derived FnBm prffurwr n i y > l > l ~ ~ t r  exp rnsing the lwirt 
prne (16 181 Tlir swunil phaw of niyollenesir orriirs wveral 
' The sbbreviations u s d  are: PM. psramyosin: mPM, minipmmyc- 
sin: kb, kilobase(sk IFM. indiret RMt museles: TDT. tergel depr-i 
af the tmhantec bp, base pidst: PCR. plymerase chain reactim: 
NAU. nautilus: GFP. green flunarent pmtein: EMSA decbophwetir 
mobility shiíl asaay. 
d a p  labr d u r i n ~  metamorphosis. The spseialized aduk mup 
des, indudins the lndirad Q h t  muselea (IFM) and the Lergal 
demsaer d i h e  traehanter (TQT). fom d& ~uwtiOIL when 
- -  - 
móat lerpal naiacles are ll&wyz& (19-22)- l 
I d e e t ' i  d D r e r W  m w b  p t v m o t e r l h  se- I 
a m d s  and thew associsted b b h ~  &&ts Llas not been m*. 
rkw& as extensive as in vertebigtea. 'he d 0 1 i t y  of iddiñed -.l ..II- 
tramaQiín iWum ara wuued br f o r m a W  1 
isyer: timaw ig eaclusively expresged in the d@ 
DIU& and b i m  is involved in the devefennient 
of vimial rnuseles (23 -29; fiouli*rs. the MyoD homol&, is 
e x p d  m mme socalled Bunder eeUs, a subset af myoblast 
and/or patteming of embryonic body'wall musdea (26-28). 
However, notargetn ofNAU are known. DMEFZ i. expressed in 
all m u d e  lineages. where it ia r e q u i d  fnr dNemntMion (2.6, 
7, 17). CFZ (29) and PDPl (30,31) alm have been desribed as 
~owerer.  littie i. kiown &out how muscle gene expre8sion is 
redated in ndultn and how the expmion w mrdinated 
W e e n  bhe 6 r n t R ) l ~ d  m m k  and the &t 
mumdature. 
I n t h i s a t t l e l e , w e ~ b h e r e g u l a t i o n o í h M g e n ~  
by the La02 gene ía put-e PhWmPM lpylnlatory se- 
quencea and anitiyziw gene q r e s s i o n  in vbm h gemiüne 
t r n m f ~ v w t s .  S. ñndfindinas d&be an imp~&tnt k~ie fgr &e 
my- s@atoty factor MEFS and implicate this and other 
fa@m bid& tn a number of cmawmd ebments ae being 
Wdmd for ñereioQSrmt dthe larval and adult nmmhture.  
mi%$, d aadwh*m of %w@rmed Dmswhiiu L ~ ~ p I Y i l e  
4-1 m d  Dmm~Xile virufs gsmmlf dDBa. El%) Qwt.uliggth% 
F mp&resmiegiomrtiam th% . . 1 i n j w m  dtep dü* PM 
ind m m  s p a e  sribddiand== m). ~sketeg 
iragmantsñmi thssew&aiawere eMinbP-tzaasfenmatianKedem 
Wth miwa dentphona reletive to a e  haPl praodpar +1 bp en our 
m a ~ m  to WiP mdin iriiíiatktst.<Is bibe  beM ud mPM (1s. T b  
.aiththee~~aidtbnmP1.7mnsbu<((~~~k~~lalld tbe 
LC. LOD. and LO1 cmmlm*LI (pC-pR 4). The nrtieOal intmr WM 
ma&jo i i i& theSa l lU fnn~%otñomtbeK'edd1nbon8a i tb  
thsApoLVP.<Ifmgmpotbmi ~ b s S ' e n d d h b o n 8 n i e G W ~ R r  
Ule mPCFP -id w n  cbtdoad baei the W E N  h n ~ w  pl.sinid 
&(fe T-. 1nt.L Comtnibs LO. úCD. ud LO1 rsre m& by 
ioúimi tba mnesmndimc -t. ümo PMIi rsd mPCPP in the 
~ A ~ A Q A A C C D A M A T  c ~ a z ~ .  G T C ~ A G C I G M A T .  
GTGTC (El). T ~ A G O O A A M O T C ~ T i T G T  (E¶). m d  OT60AG 
CAGAüGAWAOOCCATC m). Bold letten -te the i n h o d d  
Genrraaai d-line tnoapnie 8 k  imiw the P elsiecnt-eedl- 
a(sd trposrmstion <eehnigue wan saeeoiklly si M b e d  (36). Be 
i w e n  m snd &M linss Ikm pscb masbud vere s d d  f a  
ity w n ~ Ü ~ y e d  in hnie and a d u l h - d ' h  Lim 
(asl. with mi- modiñaw. mnl imtar l a m e  ind ldaystd ni- 
were mirmdiaeated. ñred. and .lained is deM'brd (37). Tbe k v d s  d 
!+da* .EtiviB were p\ad na a maaa  doompríng ibe mn. Scri~4iot-l dsoweybmjesn Bl(faeat martruot.. A m& pat f f fca-  
t i o n d ~ a i ~ w & m k l * P 1 d d ~ l t ~ m ~ ~ t  
-la aras ~0biW.A by+Mld m m m  d t h c h e d  ~p$masuce 
dibe  BuemoSm o l o d e e b ~  ibe X4.1 rabstntdemlaEtaib 
m. Exaia are .hassÜ.r bhrk boaa ind are iepifiedby numbei. The 
b r  pri shw8 the al@-t dthr qiyncp. upatr~sm d t h e  sLlrt 
ailesdthe PMPMmPM rriosrr(&m unihinthe D. m-rnnd 
D. vi* gpoes Ranmil r&&s d bath t i s rsai@aaI>ni ts  are 
miemed (12). In eddltion, me binlting dte f a  MEPI at -1- ind 
threeE bmpnal-1647. -1461,snd -1436 imtheD. m.lo-Ier PM 
pmmatar are exm?mcd h D. r u l á a .  In thr s- rpsim. tara CP2 alus 
m d  tvo PDPl siles an -111 u> D. mh-r bot nd io D. virüb. 
In the upstresm sequanresdtbe mPM tzansrriposn unit. Uvee t@ns 
are mruaved m seq- snd rniirn. Thsse a n  Iomtsd at -471 to 
-7400:element). -1173to -IZ07iBPIdementl.snd -1342b - 14139 
aduit Bka wsp purifieaand Northwn bid malysl~ war peifonna na 
dariibed d ~ ) . l v  141). 
u i k - A s  an mitial sbp in tbe identification of<&wriptionril 
enhwioer sequenocg of Wis PWmPM gene in D. melanagaster, 
we isolatsd the PWmPM homolonue ñom a distwth rehied 
sbidies (14) reveal& that repions-patend.hg 90-100 nudeo- 
tides uimtream of the PM and mPM transcnDtional initiatbn 
sites S& ewr W% mwm&, ind- t hk fby  msy mm. 
spond tn WA polymerm~ cw~ple~ b ~ & m a i n s .  
lb ahumnt dthe more gistal aeawtrag a l l d  identi- 
iicatim <f ct elements imporlant fot musole expremien 
(Ti. 1). &r the seqimma 5' Eo the PM start atea, the onhr 
a t  -1188. andthree*~bomes at -158T, -1461, e;id -1438 in D. 
m-. %e ioiwwbbn M e e n  a F 9 :  and MyaD rea- 
dates muade gene e x p r e s h  in vertebratea (2,4). l'&, ha;- 
ing an MEP2 site and sereral E boxea within 150 bp makes this 
reaion wo& Lhstudnon in mre detall. Near this renion two CP2 
siil.8 (29) and t& ~ 6 ~ 1  sites (SO, 31) at -947 añd -929 are 
hund. Thase are iwt a ~ ~ ~ r v e d  in D. uirilk. 
- -  
mPNi @&be pro&* ragfoas (Fig. U, &m wwrved re- 
& n ~ w e r e U e n ~ . T h e s e ~ ~ r w L h e n e d i n a s u e ~ e a n d  
&siten, m 81-9196 ~ r o á i .  ~ b e w  ate the x ei-t te 
t n a n n w h t i d e s  -477 md -W. BFI at -1201 snd -1179. 
and ABat-1489arid -S.(9#itheD. m&qq?mtnmPM 
initiation itPIg. 11). 
fn V b  An0ly.b of é' U p m  Rqp"u IwdvaS in PM aul 
Contml of Drosophila Pammyo.sinlMinipammyosin Gene Expression 
Lyvsc Abdomen Thorax 
1 b-' 
FIi:. 5. Comparirrn of @-#.lactDddasa #ene slprsvion driven 
by aleeied v e n c e .  upsire- ircm ihe PM t R n ~ r i p U o n  
.tut di.  A. mstrurts i-td in the Waaper Bgsl plesniid. identi- 
fird by nsnnr and siu. B. X - p l  ateiningdthird instar larvar. 
aMomrns. and thiii rurtions of thararpa lramformcd with ilistinrt 
mnstrurtarontaining S' %quenr<sof4 kb (PM 4). 1.69kb(PM 1.11, 1.38 
kb IPM 1.41, nnd 0.87 Lb iPM 0.91. WhilP m l e r i d .  hypiermir ventral 
mmcle atid r a d i l P o r r u < h z d  hypxkmie dorsal m-les: block aslpr- 
isb. IFM: hlocb ornu3. TM. 
niPM Erprvnnion- To deterniine t h ~  r<.giuiis regulntin~ thr  
rxpression of PM snd mPM, bn~ed on the comparative ansl,ysis 
dewrihed above. a>nstn>ets were niade ruid analy~pd by P 
elemnt-mdiatpd transfnmation. The transenic linea trans- 
f o r d  with mnstrncts mntaining 4-kb (PM4) or 2.7-kb (mP 
2.7) fragnwnta upstrenm from the transeription stari sites of 
the PM or tiiPM, respectively. expr~ss  h Z  at high Ievt-IR with 
similar patterns as the etidql~nonr proteins, exeppt b r  tht. 
TDT nnd IFM (Rgs. 2 and 3). The PM4 Ihes do not exprem the 
tranaetie in IFM rnusclcs (Fig. 2 ami T a h l ~  1). In a i n t r~ s t .  thr  
Abdomen 
Larrae Dorsal Ventn 
mP 2.7 
--yl 
dla A .  mirmlrunp innn<d in l b  pCespr J-pI planmid. identi. 
fird by iunie snd si*. H X.pnl atainiwaf thinl iiiatar I M N R P  dn-led 
ab&inivna snd thiii agrtiaix d thuarn transfamd uith nwistrucs 
mntaiiiiiil(5 rrqui.nnaof2 7 kbiml'Y.71. 1.W kbiml' 1.7i 12 kbinil. 
12,. i~.üiIkblml~~l.Yi nii<l ii.57 kh,niPtl.&#. o#lcr!eb. 1FM:unrwt .TIlT. 
Tk. rirom aatnnne 8" <bml sbdanrnofmP 1.1 I I W  w n~iinxmrifir Th<. 
mP 2.7 lines showed &galadosidase Rtaining in IFM biit not in 
TDT niiirrles (Fig. S w d  Table 11). In Ind. Ihe IurZ expresaion 
pattenis m the thoracir rnuselesofthew Iines refled an i nvem 
situat~on to the leveln of endogenous pmtpin aauniulatioii. 
Thew rpsults indiale  thnt nll the repulatory elrnientñ are 
locsted in ihe regions cloned in t h w  mnstrncts, exeppt for 
thnw rvntmU'iia tlie emresinn o l  PM Ut IFM. 
1.4). 0.92iPM O.S),O.SS(PM OS), 0.34 (PM 0.3). and 0.15 (PM 
0.15) kh Imm thp PM iiiitiritioii rile were generatd (Pig. 2). 
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T w  1
Componwn ofLarZ pw e x p m w n  d n w n  by rktd rrqww, y p s t m m  fmm fh s<mi d e  of tk PM l m m n p t w r  m11 
The hghez.1 a p e a n 8  Una. PM4. achiwd Ibe muimil blue tntsmily fa mat m+ d are rrlerred ta u '+ + *.' The leve1 dinternly 
d thc aher lina was deiamined by mmpnua ia Ibcw h n a  nd. nwe ddmld. 
AMiriVLanl 
1 iWTl ,M W s I n l r i d q L u v u  
I 1 I I I I 
I 
NU I r l .  
w 
mu Lrl. 
1 
N L I S  L r z  
TAELB 11 
Cwnpnriaon of &@zhcta$idoap p i w  r i r p ~ r n b n  driurn by nsM aeq.iienns npabmn fmm Ihe sLarl si@ of the mPM Imnieription rinit 
The highet expreaing mlrucl. mP 2.7, icbiesod U c  niaximil blw intune.ily fa most musrlg and úi rderred ta as .+ + i.' Thc Ievel of 
intensily of lhe dher limo wsa btermined by mmprign la thcw linei. nd. nme dekxted. 
Br*aPi&rsra*i 
- a  
e 1 . l  Lrz  
- 1  
*U Lrz  
Andynis of the transgenic limen revedrd that 5' upstmam DeWled analyais of transgenic lines with mnstnicts mntain- 
sequences of iess than 0.B kb (PM 0.9, PM 0.6, PM 0.3, and PM ing intermediate leng(h Ragments (PM 1.7 and PM 14) e~lab- 
0.15) do not q r e s s  sipüicant kvels of &galaciasUlaae. a l  iished the impoitance of lhs putative regulatory nitea in ihem 
measured by eruyme staining in emhryos, larvae, or adults mnstrucie.. In the PM 1.7 limes. mniaining the MEF-E region, 
(Pig. 1; dala m11 shown). Reverae tranmiptaacPCR amaya m flled express s i g n i h t  kvels ofLacZ In d i  muaelas induding 
the PM 0.3 and PM 0.15 lines revealed very low levels of LacZ i q  and vhxd museks. bu1 nol IFMs. Ex* for a sUghtly 
trsnscription (data not showni. The r&n implicaled (fmm lmer level of wressim, the pattem is the seme as the one 
-0.9 lo -1.7 kbi mntainn the consersed MEF? s& and E boxea obtained with l& PM4 mal&. Surprisingly, the absence of 
and alao the PDPl iites and one of the CF2 sitas desribed the MEF-E m&n m the PM 1.4 linesyielde &rZ erpreasion in 
above (Flga. 1 and 2). In rvitro timiibed-traniiaiad DMEFZ, aU muacles. ÁIthougb the absenm o$ thia regio; markedly 
NAU. PDPI, and CF2 pmduds bind speeitically to these ae- diminiaied üw LocZ expression (Fig. 2 and Table I), t doed mt 
q w n w  (data not dyown). No b i i  was deteded with abolish it eompletely. In faot, &galaetasidase staining appears 
TWIST. in all mudes  tiduding iFM. 
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Comporison ofP;BoLulmidme pne espresaion driuen by eqwncoa up8lMm Im l k  slorl rife ol lk PM lmnseriplion unü uiilh and uiilhl 
mulotions in l k  MEF.2 ailr or lhe E h o m  
The levels of ntaining are rnferred lo PM4 linea ( s e  Table 1). + tl- means a level ofitaininn in between t and + +. 
no. a. I 
ueder th 
insaled ii 
larvae and 
lines. LCD 
C. &n aihi b 
mPGFP lii 
of UFP by 
wroul. TD 
icantb di 
the relat 
(Fig. 6). 1 
the LüD 
orientatic 
LGI liner 
sniptioni 
they are 1 
they wen 
Our mi 
two merl 
D. melm 
Y 115 lines do not ~IVQ any deteitable LaeZ tlpr~ssion. 
' 1Q lines give vwy high LaeZ expression. 
the E boxes do not pmduce any effect u1  embryonidiarval 
muscles. In adult muscles, although nane of these sites seem to 
be essential for expression, they appear tu be required fur the 
pmper regulrition o1 PM exprension, beeause mutations in these 
sites produre IFM staining. 
Awnrnyosin nnd Minipammyasin Expression ir1 Adult Mus- 
?les 1s No1 Coordimled-Althaugh the endogenous PM is ex. 
presned in IFM, our data ~how that the element mntrolling 
expression of PM in IFMs is not present in regions analyzed nt 
the 5' end of PM. Becauw the PWmPM gene wntains two 
overlapping traneeriptional units, it is possibie that the IFM- 
mntmlling element(s) of mPM alsu drivea PM expression in 
IFMs m a mordinated fashion. 
To investigate whether PM and mPM tramwiption is coor- 
dinated, we studied the mexpression of the La&! and GFP 
genea under the m t m l  of the PM and mPM promoters, respee 
tively. The main iimitation of the previous approa& is the 
possible influence of enhancers locatad dose to the insertion 
region in the chromosome. If the two transcriptional units are 
situated in the same mnstmct, then positional effects muld be 
mled out because they would basically influence the twn tran- 
scriptional units at the same time. Three mnstnie<s wen made 
and analyzed by P rlement-mediated transformation (Fig. 5). 
The first mnstmd, LO, was designed to repmduce the situa- 
tion of the endogenous PMYmPM geiio The 5' upstream region 
m n t m ü i i  PM (4 kb) drives the expression of M, and the 5' 
upstream region mntrolling mPM (2.1 kb) drivea the GFP pne. 
The diitance between LoeZ and GFP initiation sites is similar 
ta the PM and mPM initiation sitos in the endogenws gene. 
Moreover, to allow corred splichg o1 the two wsible  tran- 
seripts, an artificial intmn (basicaUy intron 8 without the mid- 
dle region; aee "Experimntal Prcdures"), followed by the 
SV40 polyadenylation sigiial wan plaeed downstream of the 
GFP gene. The g~nerated lines should produce two transcripkx 
1) LacZ carrying at its end exons 5, 6, and 1 of the PM/mPM 
gene and 2) GFP. If mperation exista between the pmmoters, 
La& and GFP muscle expression in these lines ahould be 
different wmpared with the PM 4 and mP 2.1 linea. In a m n d  
mnstmct, LGD, a fragment with the artificial intmn and the 
polyadenylation signnl, was included downstream of the LacZ 
gene to make both transcnptional uuts  úulependent. In the 
third wnstniet, LGI, the orientation of one of the tranacrip 
tional units was reverned. Lines LGD and LGI may pmduce 
two transcripts. h Z  (in thip cnse without exons 5, 6, and 7) 
and GFP. Two more wnstruds were made as a mntrol, PM4i 
(PM) and mPCFP (mPM) in which PM and mPM promoters 
were independently hiwd upstwam of the respective reporter 
genes. They also mntained the fragment with the artificial 
intron and the polyadenylation signal. Several transgenic Iines 
were obtained (Fig. 5 and Tabk IV). 
Analyeis of LacZ and GFP expression showed thet h t h  tem- 
poral and ipatial expression patterns were similar to those 
abtained previousb in the Ihes transformed with wnstntctg 
mtaining 4kh (PM4 and PM4i) or 2.7-kb (mP 2.7 and 
mPCFP) fragments. Thus, LG, LGD, and LO1 lines expresa 
pgaladosidaae at  high levels with the same pattern as the PM 
endogenaus pmtein, except in the IFM. hi the other hand, they 
e x p w  GFP at high Ievels in su muscles as the mPM endog- 
enous pmtein, exwpt for the TDT. 
Ta establish whether transeription was rnredly carried out, 
Northern blot analyses (Fig. 6) were performed with total 
RNAs from late pupae of the LO, LGD, and LGI lines. LG IUies 
basicaliy present two bands, mrrespodmg to the LoeZ and 
GFP tranacripts with the expected aize. Thus, the LoeZ tran- 
mipt  appars  as a band of higher size. LaeZ plus exons 5.8, 
and 7. In the LGD lines, besides the expected LaeZ and GFP 
transcripts. we deted an additional higher band. a mnae- 
quence a l  imoned Iundioning of the polyadenylation signal as 
a terminatur. in LGI ünea, besides the expected LacZ and GFP 
transcripts, m additional band af unlaiown mmposition a p  
pears. In any caae, we have never deteded mss-hybridiiation 
betweenthe düíerent banda, demonstrating that tranmiption 
and intmn processing were carried out mrreetly. 
Transcript ~ u l s t i o n  i  these lines was canied out mm- 
paring the relative expression o1 LoeZ and GFP in each one of 
the LG, LGD, and LGI lines via densitometric analysis o1 
Northem blota (Fig. 6). The intrcduction of a polyadenylation 
signal to make hoth units independent in the LGD lines signif- 
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Coinponson of &@lndanáwe and GFP sqrewwn pt te rns  undpr t k  mnlml o f l k  PM (4 khl ond mPM 12.7 kb/pmmUrrs 
+ and - indicas the oresenm or a h c e  d stnuiuin. 
t>ü 6. No&- blot anilyd. o$ the h.-c U. M D .  Mi, 
PM4l.iadmPGPPlhrTolal R V h b m  latepupacofthcLC.ICD. 
I.CI. PY4t snd rnffiFPlin~~ ver<. purified. and Smhem biot analpis 
uari ram4 out witti Lar2 s n d  CFP p&.s luppor pvlo l i .  No r-. 
hyhndilation br twr rn  tk. diatinct bands ¡S obspmd. Thr louer ponion 
of thr &re denirla the m m m l i o n  and s t u  ofeach dotedd band. In 
thc ~ ' l f i ines  an additional b n d  of unlmmn mmpition appeam (4). 
in expression is minor. No e M  in the larval musruiature was 
ubsewed when di E boxes were mutated (Fig. 4C) It is aisa 
dear that no synergism involvmgMEF2 w o r k i  througb the E 
baxes is apen in larval muscles (see larvae in Fig. 4, B and C) 
In adulta, iFM misexpression (r~garding PM 4 and PM 1.7 
lhes) appears inthe linesthat haveeither the MEFZ site ar the 
distimct E boxes mutated, indieating that the ditinct sites are 
mportant for a pmper PM expression in the adult m c l e s .  The 
direct mterection of an MEF regulatory mmplex with these 
sites may be needed to give specificity to PM expression in 
individual mnscle iypea. Mareover, in adulta, the rednction of 
transgene actinty is minor in the lhes carrying mutations 
either in the MEFZ site or in the E boxes (MM, EZM, U3M. and 
3EM) when m m d  with the Ihes curving the MEWE 
and are importan1 to maintainii the levels of transgene ex- 
pression. It ispossible that moperative nctivation invalvingtho 
MEF2 site and the E boxes present in the region is i w r t a n t  
for PM gene activation in adult musculature. If the E bxes 
located in this region exert a mle in replatian of PM expres- 
sion in adult muscles, NAU or another bHLH uIctor wuld be 
involved. In vitro transcribed-translated NAU, the homolowe 
of MyoD in Drnsophilo (26), b i d s  to these E boxea. Another 
explanation could be that these E boxea do nat play the same 
role as in vertebrate muscle genes. 
With respect to the exact role of the MEFZ site and the E 
boxes in the regulation of the PM expression, our results lead 
us to hypthesize tliat the absence of the MEF2 site in lawae 
transforms the pmmoter into a weak tisue-specific promter. 
Instead, in adulta, the di& interaction of an MEF2 regulatory 
mmplex with this region may be nneded not only to reach high 
levels of expressiou but also to give speciñcity ta the PM ex- 
pression in individual muscle types. Furthermore, the PM 
misexpression in IFM may be due to an úiwr~eet b i i n g  of the 
whole MEFZ regulatory mmplex when the MEFZ site or the E 
boxes are altered. On the other hand, these findings may reveal 
the presence of other prateis diñerent hom MEFZ and bHLH 
fadors partidpating in the MEF2 regulatorymmplex (Fig. 7B), 
mediating a repressive e6Rt in some m-les, as may happen 
with IFM. Supporting this idea, an MEFZ binding repressor in 
Xenopu. has been identified recently (44). 
LacZ aetivity is not completely abolished until the region 
wntaining the PDPl sites is eliminated. A similar effed was 
seai when the MEFZ sitp was mutated in the muacle-specüic 
activator region of the Drmphila tropomyosin gene, where the 
activity dgreased but was not abolished wmpletely (45) A 
possible explanation for onr finding muld be that the region 
mntaining the PDPl sites is responsible for the low basal leve1 
temporal- and muacle-speofic expression, the MEFZ-E region 
regulates higb ievels of PM expresaion in m i ñ c  muscles, and 
the MEF-E region acis tngether with the PDP1-wntaining 
region. Our resulta and those of others (45,46) suggest that the 
regulatory nmhanism and the mapr organization of the en- 
hancers and regulatary elementa mntribnting to s t w  and 
t i s s u e - d f i c  emression of Dmso~hilo muscle structural 
region d~lrted (<M 1.4). Tliese rrsdts s i i&~' lhal  other eis genes a>iild be similar. 
rlements are lncated in th? dista1 mtiacle activator cnhancrr Thr absene ufan elcnicnt that rnhnncen PM expression in 
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PM 1.4 
Flo. 7. Pordble modele for tüe PM mpulitlon by tüe --E 
redon. A. twa pmrible malels ñ hov the MER.E resion may pertic 
ipak in the regalatia ñ t h e  PM expreasion. On *p. diren inkractian 
betwen an MEF2 reguletary eomplex containilig MEW aod b W I  
f a r t m  bwnd ta thejr DNA bindingsitas andan unhown DNA binding 
elemeni is requircd to hilly srtivate bansmiption in Dmsophilo mus- 
des. Alteroatively. Wiin untnown element would independdy control 
PM ~ x p i e s s i a  in IFMs. In larvse. aoly the reqniremant of the M E R  
site seems ta h -ential for proper exprwaion. B. the absenne of the 
M E R  site. the E boxea IMM ind 3EM lineal, m the whale MEF-E 
regia (PM 1.4 linea) prevents the whale aitirator eomplex hm being 
fmmcd. This mmplex is shawn m fop CPML.7 lines). 
IFM and the la& of effed of the IFM element in the mPM 
pmmoter npon PM expression leave the issue of how PM is 
expressed in IFM unresolved. In tlie tropomyosin (37), myosin 
heavy chain (47), and traponin T' genes in Drosophila. the 
IFMcon tmlhge i emt sa r e  loealieed in intmn 1. The element 
respnsible for IFM expression ofPM is not located in intron 1 
of the PWmPM gene (data not shown). 
h Fig. IA, we pr-nt two models ofhow the MEF2-E regian 
may participate in the regulation of PM expression. Both m d -  
els call for the presenoe elsewhere oran enhancer element that 
mediates increased levels of PM expression in IFM. The elr- 
ment m n t m l l i  PM expression in IFM may a d  either thmngh 
its uiteraction with the MEF-E regulatory mmplex or in an  
independent mnnner. Oiir results do not distinguish between 
the two possibilities. In the latter case, a s  suggested abuve, 
inteiadion of a regulalory p ro t e i  complex with the whok 
MEF2-E region would be required for pmper expression in the 
other speeialized museles (Rg. 7A). In larvae, only the require- 
ment of the MEF2 site seems to be essential for pmper 
expression. 
Interestingly, the mtron 7 region that controls NPM expres 
sion does not a)ntain MEFP sites or E hues .  Our in t iro 
rtudies show that the MEFP site in the PM promoter is not 
involved in spatiai and temporal mntml of mPM expression. 
Our studies clearly reveal that expressiori of the adul t - sp iüc  
NPM vrotein is remilated difierentlv from most of theDropoph. 
¡lo m-le pmteini that are expressed in both embryonic L d  
adult musdes. The absence of an  MEFP site has aiso been seen 
in the Act 88F pramater region, which drives protein expres- 
sion exclusivelv in lFMs (49). If the MEF2 factor is needwl to 
control the expression af NPM, regulation has to m u r  indi- 
rectlv thmuuh another transcriptinnal w m p l ~ x  An imnnrtant 
overall conclusion of our work is that the regulation of some 
Dmsophilo m u d e  genes niay nat foliow the same niles as in 
vertebrates. 
The Troo ltmsrriptional Un& of fhe PMlrnPM Gene Acf 
Independenfly-The promoters of the gene separately rpgulate 
the expression of two transcripts. Thesr transuipts share two 
exons and are expressed m the same fibers during pupal myo- 
genesis. This type of genomic organization is also present in the 
Drnpophila tmpomyoñin nnd myrisin heavy rhain genes (48, 
5 0 5 2 ) .  lnternal pmmoters in thesp genea pmduce transcripts 
enmdingcytoplasmic tmpomyosin and the myosin md protein, 
respedively (48). 
The PM/mPM aene is a amd model for studvina the ioterac- 
- - - 
tiun. ifaiiy, o f d u ~ l  l>n>nwtrrs Sterne iniprduiierite iuay exiat if 
RNA wlvmrasra trannerik PM and mPM RNAa at Ihe namr 
time d u i n g  pupal myogenesis. It is undear how RNA polym- 
erase solves the ~roblem of read-throurdi and whether this 
solution provides a mehanism for reguliting the leve1 of ex- 
pression of buth pmteins in adults. We did investigate whether 
&hancer/s reqnired for PM expression niight be &ted in the 
mPM regulatary region or uice versa. Because the element 
m n t m l l i  the expression of PM in IFM is not present in its 
upstream r m a t o r y  region, we úivestiiated whether the IFM- 
mntroliingelement of mPM also drivea PM expression in IFM. 
Our results showed that endi promoter r e d a t e s  the exprek 
sion of ea& transcript independently and that the element 
m n t r o l l i  the expression of mPM in the IFM is not able to 
drive the expression of PM in these muscles. Likewlse, the PM 
elements did not enhanee NPM expression in the TDT muscles 
that ladced this transrriot in the NP 2.7 h e s .  Thna  aithounh 
they are enmded by overiepping nnits and share two éxons, FM 
and mPM are transcriotionallv r e d a t e d  as if thev were in 
. - 
diñerent lwi. 
A wssihle exnlanation of how the two Dromoters of the m e  
can iundron wiih no influence of one on the other may beihat  
both pmmoters, in fad. do not function in ihe same nucleus. 
J. A Mas. P. Bandst. and M. C m e r a .  unpublished data. 
~ & e  fibers are a syncytinm. Recently Newlands et d. (38) 
demnnstrated in mi- that individual nuclei present in tbe 
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same muele ceU da not t r a n s n k  ihe same genes at the same 
time. Genes can be transeribed or not in a particular nucieus, 
but the number of nnclei that transcribe a specific gene is 
mnstant. This mayo- for the PMtmPM gene. If so. both PM 
and mPM transcripts would never be transcribed U1 the same 
nucleus, and the two transcriptional madiineriea would work 
independently. Another possible ,explanation may be the pres 
enee of an insulator separating the two pmmoters. 
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Overview 
in Drosophh, paramyosin and miniparamyosin are stnichmi components of thick 
fílaments that have a similar structure to the myosin heavy chain rod tail. Both proteins are 
rod-like molecules with a high a-helicai content in the long central domains, and exist as 
dmers. While miniparamyosin is mainly located in the M line and at both ends of the thick 
ñlaments in Drosophiía indirect flight muscles 0, paramyosin is presem aU aiong the 
thick filaments. The relative amounts of myosin, paramyosin and miniparamyosin vary in 
the distinct muscles, reflecting the dierences in the organization of their thick filaments. 
Moreover, as for other contractile proteins, the phosphorylation of these two proteins is 
involved in the acquisition of the capacity to fly. Thuq miniparamyosin has a possible role 
in the sequential traosition of nonfunctionai to functionai muscle, in general, while the 
paramyosin transition is more specificaily related to the functional onset of IFU 
Paramyosin and miniparamyosin are encoded by the same gene, which contains 10 
exons and 9 introns. In Drosophiía, paramyosin and miniparamyosii share only the last 
two exom and have a molecular weight of 107 and 60 kDa, respectively. in a similar 
manner to other Drosophiía muscle proteins, paramyosin is expressed at two distinct stages 
of development, while miniparamyosin is present only in the adult musculature. The 
complex spatio-temporal patterns of panunyosin and miniparamyosin expression depend on 
two different promoters situated upstream of their tmscriptionai initiation sites, these two 
promoters being organized in a modular fashion. i n  early embryonic development, 
paramyosin functions as a cytoplasmic protein where it plays an important role in myoblast 
füsion before its assembly into thick filaments. The pmpdes of thick filaments in 
invertebntes vary in response to the propotions of myosin, paramyosin and additional 
proteins such as miniparamyosin, myosin rod protein, and flightin among others. 
L Introduction 
A. Paramyosin and miniparamyosin, components of invertebrate thick 
füaments 
Paramyosin and miniparamyosin are two proteins that are only found in association with 
thick filaments in invertebrate striated muscles. Drosophila paramyosin is a major 
stmctural component of thick filaments and it is similar in stmcture to paramyosin fiom 
other invertebrates, having a central a-hetical coiled-coi1 rod flanked by two non a-helical 
terminal regions.14 The terminal regions of Drosophila paramyosin are very short and 
these regions are much less conserved than the rod portion when the sequences of different 
species are compared. 
Paramyosin has a very similar structure to the myosin heavy chain rod tail. It 
contains 878 amino acids and is a rod-like molecule in which two 102 kDa monomers 
interact to form a coiled mil.% Indeed, it displays the biophysical properties expected of a 
largely a-helical protein. In Drosophila melanogaster three paramyosin isoforms exist, 
which share a similar molecular mass. In general, the protein accumulates in the adult head, 
abdomen and thorax and m vivo, the appearance of the most acidic phosphorylated isoform 
of paramyosin has been specifically related to the functioning of the flight-related thoracic 
rnusculat~re.~ Moreover, as in the case of myosin light chains, and of the flightin protein, it 
appears that the phosphorylation of the paramyosin isoforms may modulate the assembly 
andlor function of thick filaments." 
Paramyosin is produced during two different stages of development. It is detected at 
the late embryonic stages and remains present through the larval instars. It can then be 
detected again in mid-pupa1 stages through adulthood. The protein appears at around ten 
hours post-fertilization and it accumulates progressively during middle and late 
embryogenesis, unta reaching maximal levels in adults. The protein is present in oocytes 
and v e v  early embryos (3 hours of development), indicating a possible maternal 
inheritance. By immunocytochemistry in whole embryos and cryosections of adult flies, 
paramyosin protein can be seen to accumulate in d muscle groups: pharyngeai, somatic, 
visceral and specialiied thoracic musculature. In electron microscopy images, paramyosin 
is distributed along the entire A-band of the sarcomere in Drosophila IFM and Tergal 
depresor of the trochanter (TDT) muscles.' 
The miniparamyosin dimer is a minor component of myofibrillar thick filaments.'* This 
protein is found mainly in the thoracic tubular jump muscles (TDT) while it is much less 
predominant in the fibrillar flight muscles. The miniparamyosin monomer has a predicted 
molecular weight of 54.887 daltons and it shares a cornmon 363 amino acid C-terminal a- 
helical dornain with paramyosin. In addition, miniparamyosin has a unique 114 amino acid 
N-terminal domain that lacks homology to other known proteins.' Although 
miniparamyosin is present in many invertebrates includiig arthropods, annelids, moiiusks, 
and echinodenns, it is not found in the nematode Canenorhabditis elegans, nor in 
vertebrates.1° Six in vivo phosphorylated miniparamyosin i sofom have been identified in 
the head and thoracic musculature, over a very wide pH range @H 6 to 8). As with 
paramyosih, it is possible that the phosphorylation/dephosphorylation of miniparamyosin is - 
involved in the acquisition of flight ability.' 
in contrast to paramyosin, miniparamyosin is almost exclusively found in the adult 
musculature. A transient accumulation of minipararnyosin has been detected in 3* instas 
Iarvae but this decreases rapidly during pupation.5 Furthermore, miniparamyosin is 
diierentially distributed in the sarcomeres of Drosophila mu~cle .~  in the FhI, the protein 
is found in the M-line and at the ends of the A-band whereas in the TDT, it is located 
throughout the A-band. 
B. Paramposin and miniparamyosin in insect muscles 
The paramyosin content of invertebrate muscles varies with the stntctural 
organization of the fibers and with the dimensions of the thick ñlaments. 3, 10-12 Thus a 
myosidparamyosin ratio close to or minor than 1 has been reported for lamellibmch 
smooth adductors. in these molluscan "catch" muscles, the thick ñlaments range fiom 0.05 
to 0 . 1 5 ~  in diameter and fkom 10 to 40 pm in length. in Drosophiia, the 
myosidparamyosin ratio of fibnllar muscle is 34:1, while for tubular muscle it is 6:l '. 
Through a biochemical analysis of diierent muscletypes in distinct species, a wide range 
of myosin/paramyosin ratios have been established. 3.10-12 
Invertebrate muscles were onginally classified into 3 groups with respect to the 
length of the thick filaments and the maximum active tension.12 Class 1 muscles, 
stnicturaiiy most similar to vertebrate stnated muscles, have short thick filament lenghs 
(1.9 pm) and the lowest paramyosinlmyosin ratios (less than 0.2). Class U muscles, 
intermediate in stnictud type between Class 1 and smooth catch muscles (Class m), have 
higher thick filament lenghs ( 3 ~ )  and ratios (0.3-0.6) and Class lii muscles have the 
highest ratios (greater than 2.0). When filament length and the myosinlparamyosin ratios 
are compared in muscles of different species, it appears that paramyosin is involved in 
determining the length and the active tension generated.12 This was later confirmed in a 
study of C. elegans mutants." When wrrelated to the classifícation set out previously12, 
Drosophila fibrillar and tubular muscles can be included in class 1, fibnllar muscles having 
one of the highest myosiiparamyosin ratios and tubular muscles one of the lowest in the 
p u p .  However, in agreement with the diierences in paramyosin content, the thick 
füaments are shorter in fibrillar than in tubular muscles. 
,- 
Dromphiia muscles can be grouped into four categones based on the relative 
amount of myosin, paramyosin and miniparamyosin: i) miniparamyosin and paramyosin 
are abundant protein components, as seen in adult tubular muscle (TDT), with a 
paramyosin/miniparamyosin ratio near to 1; ii) paramyosin is expressed at higher levels 
than miniparamyosin and there is a relatively high ratio of paramyosin to myosin as found 
in leg and abdomen muscles; iii) there is a low ratio of paramyosin and miniparamyosin to 
myosin, as in asynchronous indirect flight muscles; iv) there is no miniparamyosin and 
relatively large arnounts of paramyosin as in embryonic supercontractiie muscle~.~ 
Furthennore, the relatively large number of paramyosii and miniparamyosin isoforms adds 
to the diversity of thick filaments in adult invertebrate muscles. 
C. Paramyosin, myosin and thick füament stnicture 
Paramyosin and myosin are the most abundant proteins in invertebrate thick 
filaments, and it has been proposed that the alpha-helical coiled-coi1 paramyosin dimer 
interacts with its homologous counterpart, the myosin rod diier."18 Analysis of the 
paramyosin and myosin heavy chain rod sequences has revealed a remarkable pattern of 
altemating groups of charged residues associated with a 28 residue repeat.lg Interactions 
i between these oppositely charged segments are thought to play a significant role in the 
assembly of these two proteins into thick filaments." '' The C-terminal domains of both / molecules are eritical for both solubiiity and assembly These domahs appear to function 
I 
as modulators of assembly in both proteins.'g Although previous studies demonstrated that 
J 
myosin and paramyosin possessed the ability to self-assemble,3. the füaments formed in 
vitro lacked important features of thick filaments in vivo. Nevertheless, the organization 
and exact location of paramyosin in the structure of the insect thick filaments remains 
unclear. It is proposed that paramyosin, together with additional proteins, is assembled in 
the core of the thick filament. This disposition will facilitate the attachment of myosin, the 
functional motor protein of the thick filament, at the periphery of the filament. 
Accumuiated evidence suggests that in invertebrates, the assembly of thick filaments 
of distinct le& diameter, electron density and rigidity requires the presence of myosin, 
paramyosin and several additional proteins, such as miniparamyosin, myosin rod protein 
and fiightin, among other~.'~ These proteins are present in distinct amounts according 
to the length, diameter and electron density of the fibre~.~, ' Thus, in various invertebrates a 
wrreiation has been established between the properties of the muscles and the amount of 
paramyosin.3s 27. 28 In C. eleguns paramyosin mutants, the length and diameter of thick 
filaments are also affected by the paramyosin content.I3 A model of thick filament structure 
has been proposed wherein the tubular thick filament wre in C. elegutzs is f o d  by seven 
paramyosin subfilaments supported by an i n t d  sleeve of filagenins, each paramyosin 
subfilament containing four strands of paramyosin.29. Since filagenins have not been 
identiñed in Drmphih and many more distinct types of fibres are present in insects, 
different mechanisms of molecular assembly may exist in different organisms. 
D. Parunyosin and miniparunyosin funetion in myofibril formation 
The differences in the functional role of paramyosin and miniparamyosin in each 
type of insect muscle probably reflect the characteristics and specialized quirements of 
each nniscle. 
Paramyosin functions as a cytoplasmic protein in early embryonic development and is 
important for myoblast fusion and myofibril formation.)' Homozygous paramyosin 
mutantq pml, obtained by m o b i l i g  a P element located in the paramyosin promoter, are 
strongiy hypomorphic alleles of the paramyosin gene (paramyosin is reduced to 1% of wild 
type level). They die at the late e d q o  stage and display defects in both myoblast fbsion 
and myofibnl assembly in muscles of the embryonic body wall (Figure 1). Smmeres  do 
not assemble properly and muscle contradity is impaired. Paramyosin was shown to be 
important for the production of an adequate number of morphologicaIly n o d  thick 
filaments. Although thin filaments are correctly assembled in these mutants, thick filament 
containing paramyosin are important for the organization of the regular sarcomeric pattems 
Figure 1). An abnormal interaction between thin and thick filaments might be the cause of 
this phenotype. As in these paramyosin mutants, most of the mrll mutations affecting 
Drosophila contractile proteins dismpt sarcomere organization, highlighting the influence 
that the interaction beiween thin and thick filaments has on the sarcomere. 32-37 
The role of miniparamyosin in muscle assembly, development, and function has been 
assessed by analyzing the phenotypic pemirbations produced by protein overexpression in 
~roso~hi la . '~  Such analyses were focused on the iFM, since iFM myofibrii assembly and 
flight ability are quite sensitive to the stoichiometry of muscle proteins.39 In contrast to 
expectations, overexpression of miniparamyosin has iittle impact on the assembly of IFM 
myofibrils, neither thick filament electron density nor sarcomere length is affected. 
Nevertheless, overexpression of miniparamyosin does cause IFM dysiünction and age- 
dependent myofibril degeneration. Transgenic flies undergo progressive detenoration of 
the myofibrils, producing a gradual loss of flight muscle functionality. These observations 
indicate that the correct stoichiometry of miniparamyosin is important to maintain integrity 
of myofibrils, and for the proper function of the flight musculature. 
IL Regulation and control 
The diierentiation of muscle types is a complex, multistep developmental process 
involving multiple gene regulatory r n e ~ h a n i s m s . ~ ~  This process is largely controlled by 
the transcriptional regulation of a large battery of genes encoding muscle-specific 
proteins.43 The differences in the contractile and biochernical properties of muscle types 
originate in the selective expression of genes encoding specific contractile protein 
isoforms. The mechanisms controlling the expression of each of these genes are highly 
tissue specific, and they are rapidly and strongly activateti only in muscle lineages. 
However, pmtein accumulation varies in each type of muscle according to their specific 
properties and fiin~tions.~~ 
The proteins stoichiometry during myofibril assembly must be maíntained and as 
such, the activation or down-regulation of a muscle protein-encoding gene must be 
precisely offset by the reguiation of other genes. Previous studies have suggested that the 
molecular pathways contro1liig muscle fonnation are ancient and evoiutionary conserved 
in flies and vertebratesu. In Drosophih, in contrast to mammalq few specialized muscle 
types are generated and each muscle-type is composed of only one fiber type.45s 46 In this 
sense, the paramyosinfminiparamyosin gene in Drosophikz meIanogaster represents a good 
model system to study the regulatory mechanisms controüing expression of muscle specific 
genes. 
A. General organizrtion of tbe gene 
The stnicture of the Drosophila melanogaster paramyosin/minipararnyosin gene has 
been detennined by DNA sequencing of cDNA and genomic clones.'. The 
paramyosin~miniparamyosin gene is located in region 66D14 on the lefi ann of the third 
chromosome, and it spans 12.8 kb, organized into 10 exons and 9 introns (figure 2). 
Through the use of different promoters and altemative exon splicing, this gene encodes 
both paramyosin and minipariunyosin, which share the last two exons of the gene (exons 8 
and 9). Paramyosin uses an upstream promoter and is encoded by the 9 exons of the gene, 
aii except exon lB, which is located in an intron that follows exon 7 and encodes the 5' end 
of miniparamyosin. Indeed, miniparamyosin is produced by the use of an altemative 
promoter, and it inchides exon 1B joined to the last two exons of the panunyosin transcript 
by RNA splicing. The two overlapping transcriptional units of the 
pararnyosiiminiparamyosin gene act independently, thus, the two promoters of the gene 
separately regulate the expression of the transcripts. Indeei, dwing pupal myogenesis, both 
transcripts are expressed in the same fibers. This type of genomic organization has also 
been described for the Drosophila tropomyosin and myosin heavy genes. interna1 
promoters in these genes produce transcripts encoding cytoplasmic tropomyosin and the 
myosin rod protein, respectively. 26.47-50 
B. Temporal and spatial control of the gene 
The paramyosin/miniparamyosin genes Eom D. rnelanogmter, D. virilis and D. 
pseudoobscura share a high degree of similarity in their open reading Eames. Despite the 
fact that D. pseudoobscura and D. virilis diverged aom D. melanogaster more than 30 and 
50 millions years ago, the two genes display identical patterns of expression in each of the 
three species. The complex spatio-temporal regulation of paramyosin and miniparamyosin 
expression depends on two regulatory regions situated upstream of the transcriptional 
initiation sites of the paramyosin and miniparamyosin mRNAs, each with distinct 
properties. Through a transgenic approach complemented with sequence comparison, we 
have established that these two promoters present a modular organization, supporting and 
providiig a theoretical foundation for our experimental findings in 
Both promoters wntain regions extending 90-100 nucleotides upstream of the 
paramyosin and miniparamyosin transcriptional initiation sites. These regions are over 90% 
conserved in the three Drosophilidae, indicating that they may correspond to RNA 
polymerase complex biiding domains. Moreover, apart Eom paramyosin expression in 
IFM, the spatial and temporal patterns of transgene expression driven by both promoters 
depend on discrete regions located between -09 and -2 kb of the paramyosin and 
miniparamyosin initiation sites. Thus, besides the basa1 promoter, two discrete regions in 
the pararnyosin promoter have been identified A MEF2-E regioqS2 containing a group of 
conserved E boxes and a MEF2 site, is located -1400bp upstream of the start site and seems 
to act as a distal muscle activator that differently regulates paramyosin expression in 
embryonic~larval and adult muscles (figures 2 and 3). This region is essentid for the high 
levels of expression in larval muscles. A second region, containing several PDPl and CF2 
sites? 53 seems to be responsible for the low basal levels, and the temporal- and muscle- 
specific expression. Indeed, the expression of the transgene is not completely abolished 
until the region containing the PDPl sites is eliminated. These MEF-E and PDPlICF2 
regions act co-coordinately to reproduce the complete spatio-temporal pattern of 
paramyosin expression. 
Miniparamyosin expression is regulated by the basal promoter and three highly 
conserved elements, which have been named AB (127bp), BF2 (34bp), and TX (263bp). 
These are located at -477 to -740 (TX element), -1 173 to -1207 (BF2 element) and -1342 to 
-1469 (AB element). The AB element specifically drives high levels of expression in IFh.I, 
whereas the TX element drives high levels of expression in TDT and low expression in 
larval body wall muscles. The presence of the two elements, AB and TX, is needed to 
recapitulate transgene expression in adult hypodemic muscles. The BF2 element is unable 
to direct detectable reporter expression by itself However, when transgene transcription is 
directed by a combination of BF2 with either, TX or AB, trangene expression decreases in 
IFM and TDT. BF2 might acts as an expression modulator in adult muscles. 
An interesting aspect of paramyosinlminiparamyosin expression is how the 
overlapping transcriptionai units regulate transcription of the two mWAs during adult 
myogenesis. Despite the fact that the two proteins are expressed at the same stage of adult 
development, the transcriptional units act independently." One possible explanation for 
how these two promoters can function without infiuencing one another may be that the 
promoters don't act in the same nucleus. Muscle fibers are a syncytium, and in the mouse it 
has been demonstrated that individual nuclei present in the same muscle cell do not 
necessarily transnibe the same genes at the same time.% Indeed, genes may or may not be 
trauscribed in a particular nucleus, but the number of nuclei that transcribe a specific gene 
is constant. This might ocair in the case of the paramyosinlminiparamyosin gene. A further 
possible explanation invokes the presence of an insulator that deñnes independent domains 
of gene finction throughout the genome separating the two pmmoters. 
JIL Evolutionary aspeets 
The evolutionary diversification of paramyosin in invertebrates, including the presence 
of miniparamyosin, has been investigated by using antibodies specific to the two proteins.10 
Both types of proteins have been found in al1 the invertebrate species studied except C. 
elegans. Paramyosin shows slight variations in its molecular mass but these are rninor 
compared to the wide variation in molecular mass of miniparamyosin (ífom 50 to 80 kDa). 
A specifíc antiserum against Drosophila miniparamyosin recognizes a single protein with a 
similar mobility to miniparamyosin only in Diprera. in contrast, the antisexum recognizes 
two proteins, paramyosin and the putative minipararnyosin, in al1 the other species 
analyzed, includiig Sphaerechinus, Mytlus, Helix, Scalopendra, Loaml~, Fonnica and 
Coccinella. This suggests tbat the protein domain specific to D. melanogaster 
miniparamyosin (exon 1B) may also be expressed in paramyosin in other species. In the 
Annelida and Mollusca, this cross-reaction with paramyosin was stronger with the anti- 
rniniparamyosin serum than with a paramyosin specifíc antisera (exon 5), suggesting that 
the function fulñlled by the protein domain encoded by exon 1B is common to both 
proteins in some species. This is in agreement with the much greater variability in exon 
organization of the paramyosin/minipsramyosin genes in different speciess. In light of this, 
it is interesting that the anti-exon 5 antiserum specific to paramyosin, not only recognizes 
paramyosin, but also myosin in several invertebrate species. Coccinella provides an 
extreme example because this senim only cross-reacts with myosin, suggesting that a 
similar exchange of functions may OCW, in part, between myosin and paramyosin in these 
species. Furthermore, in the case of the deuterostome invertebrates, such as Echinodemus, 
the data suggest that a miniparamyosin isoform may be present in addition to the 
paramyosin described. In conclusion, we suggest that the patterns of antibody reactivity 
reflect the distinct specialization of the paramyosin gene complex such that, in Diptera 
(possibly through the evolution of a separate regulato~ control) miniparamyosin has 
acquired a structure and function distinct to that of paramyosin. In any case, the widespread 
occurrence of miniparamyosin in invertebrate muscles and the complexity of the 
transcriptional regulation of the two distinct proteins enwded by a single gene in 
Drosophila species point to the importance of the functional role of paramyosin and 
rniniparamyosin in producing the stnictural and functional diversity of invertebrate 
muscles. 
1V. Concluding remarks 
Elucidating the detailed organization and the function of the proteins found in 
distinct invertebrate thick filaments has proved to be a complex task, even for the same 
functional type of muscles. For example, multiple levels of complexity have been described 
in the flight muscles thick filaments of different organisms. Indeed, filament length and 
diameter show wide variations when compared with the relative uniformity found in 
vertebrate thick filaments. Despite the fact that several models have been proposed, they 
fail to fully explain the complex situation in invertebrate muscles. Nevertheless, genetic 
and biochemical studies have begun to reveal a clearer picture of how thick filaments are 
organized in distinct muscle types. One fact that emerges is the importance of the accessory 
proteins in these filaments and the infiuence that the relative amount of such proteins has 
on establishing the normal lengtú, diameter and density of the ñlament. Furthermore, the 
relative large number of isoforms and the phospho~lation of some of these isoforms can 
play a vital role in the development and function of muscle. We expect that even greater 
insight into muscle function will come ñom studies of the different components of thick 
filaments. 
Figure Legendi 
Figure 1. Electron microscopy of wild-type and homozygous prml embryouic body 
wall muscles. Thin and thick filaments in embryonic body wall muscles are well 
organized. in longitudinal sections (A and B), thin and thick filaments are parauel and 
arrange into smooth filament bundles. Z-bodies align to form Z-band (A and B, arrows), 
which mark the myofibrils into sarcomeres. In a cross section o), each thick filament is 
composed of several dense particles and they are arranged into a circular entity 
(armwheads). Thin and thick filaments are organized into regular arrays. Mutation of 
paramyosin in prml causes a reduction in thick filament number and dismpts myofibril 
organization (C and E). prml myofibrils are shorta and wavy (C). Z-band material is 
poorly organized (C, arrows). in areas where thick filaments are formed, they are 
stmcturdy abnormsl. Dense particles in a cross-section of thick filaments are no longer 
organized into circular, hoUow structures @, arrowheads). Bars: (A-C) Ipm; @ and E) 0.1 
pm. Reproduced bom The Journal of Cell Biology, 2003, 160, 904 by copyright 
permission of The Rockefeller University Press. 
Figure 2. Conserved regions in the sequences upstream of paramyosin/ 
miniparamyosin gene in D. mekuwguster and D. vinüs. A schematic representation of 
the D. melrmogaster paramyosin/minipatamyosin gene. The exons are shown as blue boxes 
and are specified by number. The lower part shows the alignment of the sequences 
upstream of the start sites of the paramyosin and miniparamyosin transcription units in D. 
melanogaster and D. virilis genes. Proximal regions of both transcriptional units are 
conserved." The site for MEF2 at -1488 and three E boxes at - 1587, -1461 and -1436 in 
the paramyosin promoter are conserved in D. vinlis. in the same region, two CF2 sites and 
two PDPl sites are present in D. melanogaster but not in D. vin'lis. h the upstream 
sequences of the miniparamyosin transcription unit, three regions are consa-ved in 
sequence and position. These are located at -477 to -740 (TX element), -1173 to -1207 
(BF2 element) and -1342 to -1469 (AB element). 
Figure 3. Comparison of p-gaiactosidase gene expression driveo by seleeteti sequenees 
upstream from the paramyosin and miniparamyosin transcription start sites. 4 
Transgene expression in abdomen and thin thorax sections and dissected 3" instar larvae 
transformed with constmcts containing the 5' sequences 2.2 Kb upstream of (m the lower 
part of the MEF2-E region) and 1.4 Kb upstream of (m the lower part of the PDP1-CF2 
region) the paramyosin transcription start site, inserted in the pCasper B-gd plasmid. B, 
Transgene expression in abdomen and thin thorax sections and dissected 3rd instar larvae 
transformed with a construct containing the 5' sequences 2.7 Kb upstream of the 
miniparamyosin transcription start site inserted in the pCasper B-gal plasmid. Hypodermic 
muscles, black arrowhead; IFM , black asterisk, and TDT , black arrow. 
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